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Resumen

Palabras clave: Brugmansia suaveolens; Atropina; Escopolamina;

Alcaloides tropanicos; Espectrémetro de masas.

La planta Brugmansia suaveolens conocida en Nicaragua como
“floripdn” posee propiedades toxicolégicas ya que posee altas
concentraciones de atropina y escopolamina, estos son alcaloides del tipo

tropanico y actian directamente sobre el sistema nervioso central.

En este trabajo se determinaron las concentraciones de estos
alcaloides presentes en las hojas y flores de la planta utilizando un
cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrometro de masas, mediante la
aplicacion de ésta técnica se logré encontrar que las flores contienen una
concentracion de 643.50 + 65.00 pg.g™ de atropina y 1582.80 + 77.80 pg.g™
de escopolamina, mientras que las hojas presentan una menor concentracion

428.00 + 12.90 pg.g'de atropinay 611.6 +24.50 pg.g™ de escopolamina.

Xi
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. Aspectos Generales

1.1 Introduccién

Los productos naturales de origen vegetal son recursos renovables de
multiple uso para el hombre. La informacion obtenida de la investigacion de
compuestos de origen vegetal ayuda a comprender la fisiologia y bioquimica
de los organismos que los producen y lograr su aprovechamiento con fines
cientificos y economicos. (Dominguez, 1979, p.11) Historicamente la
produccion de medicamentos y el tratamiento farmacolégico de las

enfermedades inicid con la utilizacion de las plantas.

La planta Brugmansia suaveolens comunmente llamada floripon, es
poco utilizada para aliviar algunas enfermedades, a pesar que contiene
propiedades farmacologicas cuando se consume en bajas concentraciones.
El principio activo de la planta estd compuesto en mayor proporcion por
atropina y escopolamina, estos inhiben la accion de la acetilcolina,
produciendo efectos adversos en el organismo tales como: desorientacion,
excitacion, alucinacion, delirio, agresividad, dilatacién pupilar, vision borrosa,

aumento de la tensién intraocular y aumento en la frecuencia cardiaca.

El principio activo contenido en los érganos de las plantas es los que
determina la utilizacién de la misma; asi mismo cada planta perteneciente a
un género y especie determinada, posee su propio principio activo, el cual
se diferencian por sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas.

En el presente estudio se determind la concentracion de atropina y
escopolamina presentes en las flores y hojas de la planta Brugmansia
suaveolens, utilizando la técnica de cromatografia gaseosa acoplada a un

espectrometro de masas (CG/MS).
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. Aspectos Generales

1.2 Antecedentes

La familia Solanaceae consta de 95 géneros y 2300 especies
distribuidas en todos los continentes, pero especialmente en América
tropical; 22 géneros y 117 especies se encuentran en Nicaragua. Los
géneros Brugmansia, Brunfelsia, Datura, Lycopersicon, Nicandra y Nicotiana
estan representados solo por especies introducidas, y Acnitus y Capsicun tal

vez hayan sido introducidos naturalmente de otros sitios. (Steven, 2001)

“‘Dentro de la familia Solanaceae esta presente la Brugmansia, la cual
incluye cinco especies nativas de Sudamérica, dos de las cuales se
encuentran en Nicaragua...las especies son ampliamente cultivadas como
plantas ornamentales” (Steven, 2001). Estas especies son Brugmansia

candida, la cual es un hibrido y Brugmansia Suaveolens de forma natural.

Todos los érganos de la planta Brugmansia son altamente toxicos, ya
que la planta contiene alcaloides como la escopolamina y atropina. La
atropina es un alcaloide tropéanico, sintetizada por Mein en 1831 a partir de la
planta Atropa belladona. La escopolamina a partir de 1902 se administraba
junto a la morfina como analgésico en los partos, y se vio implicada como

factor causal en tasa excesivamente alta de mortalidad infantil.

Actualmente, la planta se usa en pequefias cantidades para prevenir y
tratar el mareo, las nauseas y el vomito, por la accion que ejerce sobre el
sistema nervioso central se usa como antiparkinsoniano, antiespasmaédico y

como analgeésico local.

En algunos paises de América del sur se han hecho estudios acerca
de la composicion quimica de la Brugmansia. En el afio 2000 la Universidad

Tecnoldgica de Pereira en Colombia, hizo estudios para la cuantificacion de
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los alcaloides tropanicos presentes en la planta a través de cromatografia
liquida de alta precision (HPLC) (Gallego, 2000). Y en el 2003, la Universidad
de Santa Rosa de Cabal (UNISARC) de Colombia hizo pruebas acerca de

las caracteristicas biocidas de la planta (Mejia, 2003).

e ——
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. Aspectos Generales

1.3 Justificacion

Los alucinégenos son sustancias quimicas que perturban el sistema
nervioso central. Los alucindgenos afectan el funcionamiento neuroquimico
del cerebro, produciendo trastornos del pensamiento y alteraciones de la

percepcion sensorial con alucinaciones.

Entre las principales sustancias alucindbgenas se encuentran los
alcaloides. “Son sustancias organicas de origen vegetal nitrogenado con
caracter basico, de estructura generalmente compleja y que presentan
actividades farmacologicas muy diversas, no exentas de toxicidad”

(vanaclocha, 2003)

En Nicaragua, el consumo de la Brugmansia suaveolens (floripon),
que contiene como principios activos alcaloides tropanicos, es poco
frecuente a pesar que ésta planta posee propiedades medicinales. Unas de
las caracteristicas de estas plantas es que al ser ingerida a concentraciones
muy alta “afecta la estimulacion nerviosa parasimpatica” (Remington, 1990)
trayendo como consecuencia estados alucinatorios, excitatorios, sin embargo
en la medicina tradicional se le atribuyen propiedades tales como calmar o

suprimir el asma.

Por otro lado, en algunas partes del pais la juventud hace uso de las
hojas y flores de estas plantas, para provocar estados alucindbgenos, no
obstante cabe sefialar que segun la Policia Nacional y el Ministerio de Salud
(MINSA) no existen datos que indiquen que esta planta este siendo utilizada

con fines ilicitos en el pais.
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El tema de la investigacibn nace con el deseo de determinar y
cuantificar los alcaloides tropénicos atropina y escopolamina contenido en la
planta Brugmansia suaveolens, ya que en Nicaragua no existe ningun
estudio quimico referente a este tema, y que dicho trabajo sirva de base para

futuros estudios, relacionados con estas plantas.

Por otra parte, con esta investigacion se podra aportar conocimiento
cientifico, en cuanto a un método para la cuantificacion y determinacion de
alcaloides y de esta manera se le estara dando realce tanto al departamento
de quimica como a la misma universidad en lo que se refiere a la

investigacion aplicada de la quimica de plantas medicinales en el pais.
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1.4 Objetivos

Objetivo General

¢ Identificar y determinar la concentracion de los alcaloides tropanicos,
atropina y escopolamina, presente en las flores y hojas de la planta
Brugmansia suaveolens, utilizando la cromatografia de gas acoplada

a espectrometria de masa.

Objetivos Especificos

e Comprobar la presencia de los alcaloides tropanicos, atropina y
escopolamina, presentes en las flores y hojas de la planta Brugmansia
suaveolens mediante la aplicacibn de la cromatografia gaseosa

acoplada a espectrometria de masa.

e Comparar la concentracion de alcaloides tropanicos, atropina y
escopolamina, presentes en las flores y hojas de las plantas

Brugmansia suaveolens.

e Aplicar pruebas estadisticas para determinar los errores sistematicos y
aleatorios, generados en todo el proceso analitico, en la cuantificacion

de los alcaloides tropanicos, atropina y escopolamina.

e ——
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2.1 Descripcion botanica de la planta Brugmansia suaveolens

2.1.1 Descripcién botanica de la Solanaceae

Hierba, arbusto, trepadoras o arboles, a veces epifitos, glabros o con
varios tipos de pubescencia, a veces armados; plantas generalmente
hermafroditas (en Nicaragua) o a veces andromonoicas en algunas especies
de solanun. Hojas alternas a veces en pares (geminadas), simples, lobadas o
compuestas, enteras, dentadas; peciolos generalmente presentes, estipulas
ausentes. Inflorecencia cimosas, variadamente agrupadas, a veces
reducidas a una sola flor, terminales pero mayormente apareciendo axiales
o laterales en los tallos, bracteas o bractéolas a veces presentes, flores
actinomorfas o zigomorfas, mayormente 5-meras; caliz cupuliforme, tubular
o campanulado, lobado o dividido, frecuénteme acrescente en el fruto; corola
simpétala, valvadada, imbricada o quincuncial en la yema, rotacea,
campanulada, tubular, infundibuliforme o hipocateliforme, mayormente
lobada; estambres insertos en el tubo de la corola, alternando con lobos de la
corola, a veces parcialmente fusionados, a veces 1 o mas reducidos a
estaminodios, anteras con dehiscencia longitudinal o por poros terminales;
pistilos 1, ovarios a veces con un disco nectarifero basal, carpelos
mayormente 2, loculos 1 a varios con septos falsos, la placentacion
principalmente axial, 6vulos ,1-muchos en cada l6culo, estilo solitario. Fruto
baya o capsula, mayormente con muchas semillas, o a veces un aquenio;
semillas mayormente con el embrién ya sea doblado alrededor de la periferia

de la testa o casi recto y central, endosperma presente. (Steven, 2001)
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Familia consta de 95 géneros y 2300 especies distribuidas en todos
los continentes, pero especialmente en América tropical; 22 géneros y 117
especies se encuentran en Nicaragua. Los géneros Brugmansia, Brunfelsia,
Datura, Lycopersicon, Nicandra y Nicotiana estan representados solo por
especie introducidas, y Acnitus y Capsicun tal vez hayan sido introducidos
naturalmente desde otros sitios, especies de esta familia son importantes
como alimento (“Chiles”, “Papas”, “Tomates”), droga (“Tabaco”, “Atropina”),
ornamento (“Floripondio”) y algunas son malezas nocivas. Aunque muchas
especies estan relacionadas a actividades humanas, como plantas de
cultivo o malezas, muchas otras se encuentran en aéreas de vegetacion no

alterada. La familia tiende a ser algo calcicola. (Steven, 2001)

2.1.2 Origen

La “Brugmansia” incluye cinco especies nativas de las regiones de
Sudamérica”  (Steven, 2001), a lo largo de los Andes de Colombia hasta el

norte de Chile e incluso el sudeste de Brasil.

Figura 2. 1 Distribucién geografica de la
Brugmansia en Sur América.
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2.1.3 Especie

Considerando el alto grado de variabilidad, existen 5 especies
naturales y varios hibridos del genero Brugmansia perteneciente a la familia
solanicea. Entre las especies naturales se destacan las siguientes:
Brugmansia arborea, Brugmansia aurea, Brugmansia sanguinea,

Brugmansia suaveolens, Brugmansia versicolor (Sanchez, 2003).

Figura 2. 2 Planta Brugmansia suaveolens
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2.1.4 Cultivo.

La Brugmansia crece facilmente en suelos humedos y fértiles, en
pleno sol y sombra, o en ambientes frios. “En Nicaragua la floracién de la
Brugmansia suaveolens se da en los meses de enero, febrero, mayo-junio,
octubre” (Steven, 2001). Las especies de regiones elevadas (Brugmansia
sanguinea, Brugmansia vulcanicola), prefieren temperaturas moderadas y

noches frias, y pueden no florecer si las temperaturas son elevadas.

2.1.5 Formade reproduccion

La reproduccién de la Brugmansia se logra facilmente por semilla y
por gemacion, al cortar pedazos de 10 a 20 cm tomados del final de una
rama y sembrandolos durante el verano o invierno. También se han
desarrollado diversos hibridos para fines ornamentales. En vista que en
Nicaragua la Brugmansia no produce frutos la Unica forma de reproduccion

es por gemacion.

2.1.6 Caracteristicas botanicas de la Brugmansia

Estos son arbustos o arboles, inertes, pubescencia de tricomas
simple. Hojas simples subenteras; pecioladas. Flores solitarias, muy grandes,
en los nudos de las hojas cerca de los extremos de las ramas, actinomorfas,
5-meras; caliz tubular; corola hipocateriforme, mayormente con 5 dientes
puntiagudos; estambres insertos cerca de la parte media del tubo, a veces
geniculados, filamentos a veces pubescentes, anteras lineales con
dehiscencia longitudinal; ovario conico, 4-locular, estigma menudamente

lobado, situado con las anteras (Steven, 2001).
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2.1.6.1 Caracteristicas botanicas de la Brugmansia suaveolens

Céliz hinchado, 5-dentado o hendido, pubescente por fuera, el tubo de
la corola menos de la %2 del ancho de la boca del céliz; anteras de 25-35 mm
de largo. Arbusto o arboles, hasta cinco metros de largo. Hojas ovadas, de
15-30 cm de largo y 8-15 cm de ancho, &pice agudo o acuminado, base
redondeada u obtusa, subenteras, frecuentemente dimideadas, pubecentes
en ambas superficies; peciolos de 2-8 cm de largo. Flores péndulas,
pedicelos de 2-5 cm de largo; caliz hinchado en la yema y en la flor, cayendo
junto con la flor, de 9-12 cm y 3-4 de ancho en la parte mas ancha con cinco
lobos sub iguales, agudos u obtusos, la boca mas de dos veces el ancho del
tubo de la corola; corola de 25-30 cm de largo, puberulenta por fuera, blanca
rosada o amarillenta, el limbo sinuado-lobado con 5 dientes angostamente
lanceolados; estambres insertados inmediatamente por debajo de la parte
media del tubo, a veces geniculados, filamentos pilosos cerca del punto de

insercion, anteras 25-35 mm de largo (Steven, 2001).

Figura 2. 3 Flores y hojas de la Brugmansia suaveolens.
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2.2 Alcaloides presentes en las flores y hojas de la Brugmansia

suaveolens

Al estudiar los principios activos de las plantas, se puede establecer
una relacién directa causa-efecto que puede ser util para explicar los
mecanismos de acciébn de las plantas y el desarrollo de estudios

farmacocinéticos (Vanaclochal, 2003).

En las plantas del género Brugmansia, la concentracion y el tipo de
alcaloide varia segun el 6rgano y genero de la planta. Los principales
alcaloides presentes en el género Brugmansia son: atropina (fig. 2.4) y
escopolamina (fig. 2.5.), por otro lado las investigaciones reportan que las
hojas de estas plantas también contienen Norhioscina, apohioscina, oscina,
meteloidina, (-)-3a-tigloiloxi-63-acetoxitropano y (-)-3-(2-hidroxi-3-
fenilpropioniloxi) tropano (Littorina); mientras que en las raices ademas de
escopolamina e hiosciamina se encuentran (-)-3a,6p-ditigloiloxitropano,

3a,6B-ditigloiloxitropan-73-ol, meteloidina, oscina, y littorina. (Reyna, 2004,)

Fig. 2.4 Estructura quimica de Fig. 2.5 Estructura quimica

: I lamina.
la atropina. de la escopolamina

H3 (E H3
Nl
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2.3 Toxicologia de los alcaloides tropénicos atropina y escopolamina
presentes en las flores y hojas de la planta Brugmansia

suaveolens

Toda sustancia toxica es sometida a diferentes procesos a través de
su paso por el organismo humano, estos describen qué sucede con un
toxico desde el momento que es administrado hasta su total eliminacién del
cuerpo. Durante los procesos de absorcion, distribucion, biotransformacion,
y eliminacion, una droga, independientemente de la via de administracién,
debe atravesar unas pocas o0 muchas membranas biolégicas (Remington,

1990).

Se puede decir que todas las sustancias quimicas sufren un proceso

farmacocinético, el cual est4 conformado por las siguientes etapas:

Liberacion: es el conjunto de modificaciones de estado y de otro tipo
gue experimenta el toxico para facilitar su absorcion.

Absorcidn: es el paso del toxico desde el lugar de administracion en
el medio externo a la sangre.

Distribucién: es el proceso mediante el cual el téxico pasa de la
sangre a los tejidos.

Biotransformacioén: es el metabolito en el cual se transforma el téxico

para causar su efecto.

Eliminacidn: es la disminucion neta del toxico en el organismo.

L
Estimacioén cuantitativa de los alcaloides tropanicos atropina y escopolamina, presente en las
flores y hojas de la planta Brugmansia suaveolens
Péagina 15



1. Marco tedrico

Asi mismo la toxicidad de un compuesto estd en dependencia de la
concentracion, dosis administrada y del 6rgano diana en el cual el metabolito

actua.

Los alcaloides presentan notables propiedades fisiolégicas y
toxicologicas, que se ejercen fundamentalmente sobre el sistema nervioso
central con predominio en alguno de sus niveles. Por estas razones pueden
ser usados como farmacos. En el caso de los alcaloides tropanicos,
atropina y escopolamina “presentan antagonismo por la acetilcolina, por tanto
bloguean mas de un tipo de receptor colinérgico” (Remington, 1987). EI uso
prolongado de alguno de estos compuestos produce adiccion, que
constituyen verdaderas toxicomanias, con dependencia fisica y psiquica y un

aumento de la tolerancia.

2.3.1 Efectos adversos de los principios activos atropina y
escopolamina presentes en las flores y hojas de la planta

Brugmansia suaveolens

Por la actividad biolégica que presentan los alcaloides sobre el
sistema nervioso central, son considerados como droga, si bien unos afectan
el sistema parasimpatico como es el caso de la atropina y escopolamina,
otros pueden afectar el sistema simpatico, esto depende de la

concentracion, estructuray del tipo de alcaloide.
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Los efectos de las drogas antimuscarinicas en conjunto son facilmente
predecibles considerando las consecuencias de la interrupcion de la
estimulacién nerviosa parasimpatica (y colinérgica simpatica). Asi, los
efectos son disminucion de la motilidad gastrointestinal, reduccion de la
secrecion gastrica, sequedad de la boca, sequedad de la membrana
mucosa en general, midriasis, pérdida de acomodacién (y una tendencia a
aumentar la presion intraocular) ,retencion urinaria, disminucién de la
sudoracién y enrojecimiento cutaneo compensador, dilatacion bronquial y
biliar, taquicardia, (aunque el bloqueo efectivo de los nervios inhibitorios
cardiacos es dificil de alcanzar), etc. Algunos antimuscarinicos tienen accién

importante sobre el sistema nervioso central (Remington, 1990).

La atropina y la escopolamina son alcaloides que se encuentran en
todos las plantas del género  Brugmansia , encontrdndose en  mayor
concentracion en las flores, siendo esta la razén principal por la cual las

flores son utilizadas en la medicina tradicional.

La farmacologia de los alcaloides tropanicos es muy conocida; la
escopolamina tiene efecto depresivo sobre el sistema nervioso central, en
tanto que la atropina produce alucinaciones, fenbmeno toxico que puede

durar mas de 48 horas (Gupta, 1995).
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2.3.1.1 Atropina

En conjunto se emplea mas la atropina que la escopolamina ya que, a
las dosis utilizadas clinicamente apenas tiene efectos centrales (Flores et al,

2004).

La intoxicacion atropinica es una causa frecuente de intoxicaciones
clinicas, especialmente en nifios pequefios, por consumo de té que contiene
este alcaloide. Los casos fatales son raros, pero a veces son ocurridos en
nifios en los cuales 10 mg o menos pueden resultar letales. Su diagndstico
puede confirmarse con la administraciéon de 1 mg de Fisostigmina, de no
aparecer las reacciones caracteristicas de sialorrea, sudoracion e

hiperactividad intestinal (Gemosén, 1998)

La atropina como droga anticolinérgica, es mas potente en el
miocardio, musculos intestinales y bronquiales, ésta no deprime el sistema
nervioso central, con dosis terapéuticas. Estimula bulbo y centros superiores.
Aumenta la frecuencia de la respiracion y en ocasiones la profundidad de la
respiracion. También se pueden presentar sintomas de taquicardia, dificultad
para respirar, confusion, mareos, dolor de ojos, convulsiones, somnolencia,
sequedad de boca, nariz o garganta, fiebre, alucinaciones, excitacion,

nerviosismo, irritabilidad, vision doble. (Instituto de Salud Publica de Chile, 2007)
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2.3.1.2 Escopolamina

La escopolamina tiene un mayor efecto depresor que la atropina y su
accion antiemética se atribuye al bloqueo de los receptores colinérgicos
muscarinicos en el area postrema o en el nucleo asociado del complejo vagal
dorsal. La escopolamina también es un potente inhibidor de los movimientos
gastrointestinales, relajando el tacto gastrointestinal y estos efectos pueden

constituir una aportacion modesta a la accion antiemética (Curtis et al, 1998)

Por otro lado, la escopolamina bloquea las funciones colinérgicas
en el sistema limbico y corteza asociada, relacionados con aprendizaje y
memorizacion. Los efectos colaterales (aun en dosis terapéuticas), de la
escopolamina incluyen euforia, trastornos de la elocucién, de la locomocion
y de la sensibilidad, con depresion del sistema nervioso central,
caracterizado por somnolencia, amnesia, fatiga, suefio sin actividad onirica ,
con reduccion de la REM; pero en ocasiones produce excitacion, inquietud,
alucinaciones, y delirio; estos sintomas excitatorios solo aparecen con dosis
toxicas de escopolamina, que pueden ser seguidos (en este Ultimo caso),
por un cuadro de depresibn que conduce al colapso circulatorio e

insuficiencia respiratoria, pardlisis y coma (Gemosen, 1998).

La escopolamina se diferencia de otras drogas antimuscarinicas en
que en dosis terapéuticas es un sedante y tranquilizante depresor del
sistema nervioso central. En sus acciones periféricas la escopolamina difiere
de la atropina en que es un agente blogueante mas fuerte del iris, cuerpo
ciliar y glandulas salivales, bronquiales y sudoriparas, pero es mas débil en
su accién sobre el corazén (sobre el cual no ejerce ninguna accién con las

dosis toleradas), el tracto gastrointestinal y la mucosa bronquial (Remington,
1990).

Estimacioén cuantitativa de los alcaloides tropanicos atropina y escopolamina, presente en las
flores y hojas de la planta Brugmansia suaveolens
Péagina 19



1. Marco tedrico

Con excepcion de la somnolencia, los efectos colaterales de la
escopolamina son los correspondientes a las drogas antimuscarinicas con

estructura de aminas terciarias (Remington, 1990).

2.3.2 Causade latoxicidad de la atropinay escopolamina

Se denomina toxicidad a la actividad toxica concreta y especifica,
vinculada a la estructura quimica de una sustancia exdgena al organismo
(Gutiérrez, 2001). La toxicidad puede ser afectada por muchos factores
diferentes, como la via de administracion, el tiempo de exposicidn, el nimero

de exposiciones la forma fisica de la sustancia, y la salud del individuo.

Los alcaloides tropanicos son drogas anticolinérgicas, que se
combinan con los receptores muscarinicos, (acetilcolinesterasa), compitiendo
con la acetilcolina, combinandose en mayor proporcion con los receptores

y creando inestabilidad en el cuerpo (Remington, 1990).

Las drogas antimuscarinicas con estructura de aminas terciarias,
como es el caso de la atropina y escopolamina, “en sus formas no ionizadas,
pueden penetrar las membranas celulares, por lo tanto, atravesar la barrera
hematoencefélica. En el cerebro pueden ejercer tanto acciones terapéuticas

como toxicas” (Remington, 1990).

El efecto producido por los alcaloides presentes en la Brugmansia
suaveolens, se deben principalmente a que estos bloquean las funciones
colinérgicas en el sistema limbico y corteza asociada, relacionados con
aprendizaje y memorizacién. Estos alcaloides inhiben la accion de la

acetilcolina, es decir el organismo no responde a las acciones locomotoras.
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2.3.3 Metabolismo y excrecion de la atropinay escopolamina

Toda sustancia cuando entra al organismo sufre un proceso
metabdlico (anabolismo y catabolismo). ElI proceso catabdlico
(descomposicion en sustancias mas sencillas) que presentan los alcaloides

esta dado por la hidrélisis que sufren al entrar al organismo.

El méximo efecto de los alcaloides tropanicos se alcanza durante 1 a 2
horas de su absorcion, la atropina y escopolamina se absorben bien en el
tubo digestivo (tmax. 1 hora), difunden a todos los tejidos, atraviesan las
barreras hematoencefalica y placentaria, y aparecen en la leche materna.
Penetran también a través de las mucosas, por ejemplo, la conjuntival.
Aunque la absorcion por la piel es menor, se emplea actualmente la pomada
de escopolamina para conseguir una absorcién lenta y mantenida en la
prevencion de nauseas y vomitos. Los derivados con nitrdgeno cuaternario
se absorben mucho menos y penetran con dificultad la barrera
hematoencefélica. La atropina se fija a proteinas en un 50%, presenta una
semivida de 2,5 horas y se elimina, en su mayor parte, por la orina durante
las primeras 12 horas. En cuanto la escopolamina en forma de pomada, la

absorcion es lenta y constante, asemejandose a una administracion IV lenta.
(Flores, 2004)

La atropina por accion tépica penetra facilmente en el ojo... la vida
media en el ojo es prolongada y sus efectos pueden persistir durante 7 a 12

dias, pero la inflamacion intraocular acorta este periodo (Remington, 1990)
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2.4 Uso farmacolégico de las flores y hojas de la Brugmansia

Las hojas, las flores y especialmente las semillas de estas especies
de plantas contienen alcaloides tropanicos, muy conocidos desde el punto de
vista de la farmacologia médica; entre los que se destacan la escopolamina,
utilizada en forma de bromohidrato como sedante e hipnético de las zonas
sensitivas motoras; se emplea para tratar excitaciones maniaticas agudas, en
los sindromes del parkinsonismo postensenfalico, para aumentar el efecto
hipnético de la morfina antes de la anestesia general , en el tratamiento de
alcohdlicos y morfinomanos, para combatir mareos, asma bronquial y

reumatismo articular. Midriatico en oftalmologia (Restrepo, 2005).

Las hojas y flores en pequefias cantidades se utilizan para calmar
cOlicos. Las flores ligeramente soasadas se emplean para evitar infecciones
e inducir la cicatrizacion de heridas. Su uso indiscriminado es altamente

riesgoso, por sus compuestos narcéticos y venenosos (Restrepo, 2005).

Por otra parte la medicina popular en Nicaragua consigna el empleo
de las flores de la Brugmansia para el tratamiento del asma bronquial,
mediante administracion por via inhalatoria en forma de cigarrillos fabricados
con el material vegetal seco, y también como analgésico, en aplicacion tépica

sobre heridas y Ulceras.

Ademas las flores de la Brugmansia se puede utilizar en otras partes
de la medicina para tratar enfermedades tales como: disminuir la bradicardia,
en la odontologia se utiliza para disminuir la secrecion salival, para tratar la
cinetosis (mareo por movimiento), por sus efectos en el sistema nervioso
central (SNC) se utiliza para disminuir los sintomas del mal de parkinson,

disminuye tono, motilidad, cdlicos renales y célicos biliares.
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Actualmente la atropina se comercializa con el nombre de sulfato de
atropina, Este medicamento es utilizado en el tratamiento sintomético de los
espasmos intestinales, del célico renal, cdlico biliar y dismenorrea.

Tratamiento sintomatico de la sudoracién y salivacion excesivas.

La escopolamina es comercializada como antiespasmaddico en forma
de bromhidrato y se utiliza para el tratamiento de espasmos de origen
intestinal, biliar, renal y del aparato genital femenino, y en otras condiciones

determinadas por su médico.

Tabla2.1 Aplicacion comparada de la atropina y la escopolamina

Aplicacion Dosis (mg)
Atropina | Escopolamina

Antiespasmddica en hipermotilidad 0.3-1.2 i
gastrointestinal -
Antiparkinsoniano 0.3 0.3-1.0
Antisialagogo 0.2-0.6 -
Sedante - 0.6
Pre anestésico 1.5-2 0.2-0.6
Envenenamiento por anticolinesterasa 1-2 -
Cinetosis - 0.2-0.8
Antiemética 6 amnésica - 0.3-0.65

Fuente: Remington, 1990, p.1251
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2.5 Técnicas de extraccion e identificacion de los principios activos

en las flores de la Brugmansia

La propiedad quimica mas caracteristica de los alcaloides es su
basicidad, por lo que los métodos para aislarlos, purificarlos e identificarlos
por lo general aprovechan su basicidad aunque muchos alcaloides pueden
extraerse con disolventes neutros, como alcoholes y cloroformo, es frecuente
extraerlos con soluciones de acido en agua, con lo cual se separan los

alcaloides de sus sales (Dominguez, 1979).

La mayoria de los alcaloides se hallan en los vegetales como sales de
acidos organicos... otros se hallan en forma de ésteres de acidos organicos
de complejidad variable por ejemplo los del grupo tropano, del senecio y de
la yohimbina. Aunque con frecuencia se agrupan los alcaloides de acuerdo
con su procedencia botanica (Dominguez, 1979). La basicidad en los alcaloides
se debe a los compuestos nitrogenados (grupos amino) presentes en su
estructura. Los alcaloides de origen vegetal se encuentran en forma de sales
solubles en soluciones acuosas o0 hidroalcohdlicas. Debido a las
caracteristicas antes mencionadas se les puede agregar una base a las
sales de los alcaloides, los cuales son liberados y se extraen con un

solvente orgénico polar.
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2.8 Propiedades fisicoquimicas de los alcaloides

Los alcaloides tienen masas moleculares que varian entre 100 y 900
(coniina CgH17N=127, vincristina C4sHssN4O10=824); son casi siempre
incoloros a excepcién de aquellos altamente conjugados como berberina
(amarillo), sanguinarina (rojo), urabaina (verde) y oxoaporfinas que van de
amarillo a rojo; son normalmente sélidos a temperatura ambiente, algunas
bases no oxigenadas como la coniina, la nicotina y la esparteina que son
liguidas; con algunas excepciones como la arecolina que es oxigenada y
liguida; los alcaloides base son poco solubles en agua (Arango, 2008). La
mayoria de los alcaloides se biosintetizan a partir de aminoacidos. Sin
embargo, hay algunos que no lo hacen de esta forma, como es el caso de

los esteroides y los diterpénicos.

La presencia de oxigeno en la estructura determina que la sustancia sea
un sélido blanco, de sabor amargo y cristalizable. La ausencia de oxigeno en

la estructura del alcaloide hace que éste sea aceitoso y volatil.

Los alcaloides tropanicos derivados del tropanol, son esterificados con
acidos organicos. El principal de estos acidos es el acido tropico el cual
posee un carbono asimétrico y se forma por un reagrupamiento tipo “Many”

de la fenilalamina luego de una transaminacién y posterior reduccién (Arango,
2008).
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En la Brugmansia suaveolens los alcaloides que se encuentran en mayor
proporcion son los derivados del nucleo tropanico (Figura 2.6) “alcaloides
tropanicos”, principalmente atropina (289,369 g.mol™*, C;;H,sNO3; punto de
fusion de 118 °C) y escopolamina (303,353 g.mol?, Ci7;H.:NO4 punto de
fusién 197-194°C). “Son ésteres que se hidrolizan a 60°C con hidréxido de
bario; la atropina da acido trépico y tropina, la escopolamina forma acido

tropico y oscina” (Mastandrea, 2008).

Fig. 2.6 Estructura del nucleo tropanico

La atropina y escopolamina son alcaloides naturales, ésteres del
acido tropico y de una base nitrogenada terciaria: la tropina en el caso de la
atropina o dl-hiosciamina, y la escopina en el caso de la escopolamina o |-

hioscina (Flores, 2004)
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Estos dos alcaloides tropanicos poseen una estructura biciclica
hidroxilada, esterificada con acidos organicos, que se origina por la
condensacion de un anillo pirrolidinico y otro piperidinico, compartiendo dos
atomos de carbono. EIl anillo piperidinico presenta una conformacion en
forma de silla. La disposicion espacial del grupo alcohdélico situado sobre el
C3, determina la existencia de dos tipos de estructuras tropanicas: 3-a-
hidroxitropano o tropanol (hiosciamina, atropina, escopolamina) y 3-B-

hidroxitropano o pseudotropanol (cocaina, tropococaina) (Mastandrea, 2008).

Fig. 2.7 Estructura del Tropanol y Pseudotropanol
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2.6.1 Extraccion de alcaloides en medio basico

a) La matriz pulverizada y desengrasada se mezcla con una solucion
alcalina que desplaza los alcaloides de sus combinaciones salinas; las
bases liberadas son enseguida solubilizadas en un solvente organico

medianamente polar (Arango, 2008).

b) EIl solvente organico conteniendo los alcaloides bases, es separado y
concentrado a presion reducida, luego se agita con una solucion
acuosa acida, donde los alcaloides se solubilizan en su forma de
sales, mientras que otras sustancias que se encuentren en el extracto
como pigmentos, esteroles y otras impurezas restan en la fase

organica (Arango, 2008).

c) Las soluciones acuosas de las sales de alcaloide son alcalinizadas y
extraidas con un solvente organico no miscible en agua,; el solvente
organico es deshidratado sobre una sal anhidra, filtrado y concentrado
a presion reducida, el residuo que queda son los alcaloides totales
(AT). (Arango, 2008)
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Flujograma 2.1. Proceso de extraccion de alcaloides en medio basico.

I Matriz seca y desengrasada

1. Alcalinizacion.
2. Extraccion con solvente
organico apolar

Marco libre de alcaloides Solucién de alcaloides bases (+ impurezas)
Mayer (-)

Extraccién con acido diluido

Solucién acida Solucién organica
(Alealnidac calac) Libre de alcaloides

Alcalinizacion
Solvente orgéanico no polar |

Fase acuosa alcalina Fase organica
(Alcaloides bases)

Deshidratacién y evaporacion al vacio

Alcaloides totales

Fuente: Gabriel Jaime Arango Acosta, Facultad de Quimica Farmacéutica. (UNIVERSIDAD DE
ANTIOQUIA, Colombia)
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2.6.2 Extraccién de alcaloides en medio acido

Los alcaloides en estado natural se encuentran en forma de sales

solubles en soluciones acuosas o hidroalcohdlicas (Arango, 2008)

Si la matriz seca, pulverizada y desengrasada es extraida con agua
acidulada o con alcohol o solucidon hidroalcohélica acidulada, tendremos
extractos de alcaloides en forma de sales. En estos casos los extractos

pueden ser tratados de diferentes formas:

a) alcalinizacion y extraccion de los alcaloides base, con un solvente

organico no miscible.

b) fijacion de los alcaloides sobre resinas intercambiadoras de iones para

luego separarlas por elucién con acidos fuertes.

C) precipitacion de los alcaloides en forma de yodomercuriatos con el
reactivo de Mayer concentrado; el complejo formado es recuperado
por filtraciébn o centrifugacion, luego se redisuelve en una mezcla de
agua-alcohol-acetona y se separan los alcaloides haciéndolos pasar
sobre resinas intercambiadoras de iones (esta técnica es

particularmente util para alcaloides de amonio cuaternarios).
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Flujograma 2.2. Proceso de extraccion de alcaloides en medio

acido.

Matriz en polvo, seca y desengrasada

1. Maceracion con alcohol al 70%
2. Concentracion del macerado

Solucién acuosa
(Alcaloides sales)

Alcalinizacion
2. Extraccion con solvente orgénico apolar

=

t

Fase acuosa Fase organica (alcaloides base)
(Alcalina)

Extraccion con soluciéon acida diluida

Fase acuosa Fase organica
(Alcaloides sales) (Impurezas)

Alcalinizacion
Extraccion con solvente organico inmiscible

Fase acuosa alcalina Fase organica
(impurezas) (Alcaloides bases)

Evaporacion

Alcaloides totales

Fuente: Gabriel Jaime Arango Acosta, Facultad de Quimica Farmacéutica.

(UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA, Colombia)
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2.6.3 Extraccion de alcaloides asistida por ultrasonido

Para obtener un extracto es importante identificar la hierba deseada y
la parte que contiene los constituyentes Utiles. Adicionalmente, la
determinacion de una técnica precisa de cosecha y métodos de preservacion
de la planta por utilizar es de crucial importancia. EI mecanismo de
extraccion involucra dos fenédmenos fisicos: difusion a través de la pared
celular y el lavado de los contenidos celulares, una vez que las paredes se

han roto (Azuola et al, 2007).

La extraccion asistida por ultrasonido utiliza sonidos de alta
frecuencia, con el fin de desprender el compuesto buscado del material
vegetal. Las particulas sélidas y liquidas vibran y se aceleran ante la accién
ultrasonica, como resultado el soluto pasa rapidamente de la fase sélida al
solvente (Azuola et al, 2007). Esta técnica es la mas econdmica y tiene los
requerimientos instrumentales mas bajos entre las Ultimas técnicas de

extraccion desarrolladas.

Los fenémenos fisicos que afectan la extraccion de sustancias se ven
afectados por la sonicacion, ya sea que las sustancias de interés se
encuentren en células internas o externas del tejido. Al reducir el tamafio de
las particulas del material vegetal se aumenta el area de exposicion al
solvente y a la cavitacibn producida. El ultrasonido ademas facilita la
rehidratacion del tejido si se estan utilizando materiales secos al abrir los
poros, lo cual a su vez incrementa el transporte de masa de los

constituyentes solubles por difusion y procesos osmoticos (Azuola, 2007)
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2.6.4 Reactivos para la identificacion de los alcaloides totales

presentes en la planta Brugmansia suaveolens

Por la gran heterogeneidad de los alcaloides aparecen numerosas
pruebas coloridas o de precipitacién que solo son positivas con ciertos tipos
de alcaloides, por lo que se han propuesto para clasificaciones parciales;
aunque no son suficientes para una clasificacion definitiva, reactivos
generales de alcaloides. (Dominguez, 1979), entre los cuales se destacan:
reactivo de Mayer, reactivo de Dragendorff, reactivo de Wagner, reactivo de
acido silicotungstico, reactivo de Sonnenschein, reactivo de Scheibler,

Reineckato de amonio, reactivo de Marquis y reactivo de Mandelin.

Las soluciones de varios acidos de metales pesados, como el
silicotungstico, cloroplatinico, fosfomolibdico, forman precipitados con la
mayoria de los alcaloides, igualmente el mercuriyoduro de potasio (reactivo
de Mayer), el yoduro de bismuto (reactivo de Dragendorff) o el yodo-yoduro
de potasio (reactivo de Wagner). Las anteriores soluciones, preparadas en
condiciones especificas forman parte de los llamados reactivos de alcaloides
(Dominguez, 1979). En este caso los reactivos de Dragendorff y Wagner no son
tan especificos para identificar alcaloides ya que pueden formar precipitados
con algunas bases nitrogenadas como purina y algunos compuestos
complejos que poseen nitrdgeno en su estructura, por ejemplo proteinas y
algunos polifenoles.
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2.6.5 Técnicade separacién por cromatografia gaseosa

La cromatografia es la ciencia y el arte de separar entre si los
componentes de una sustancia (Rubinson, 2001). La cromatografia de gases
usa, como su nombre lo indica un gas de arrastre como fase mévil, junto con
una fase estacionaria en el interior de una columna empacada o tubular
abierta (capilar)... La separaciéon se hace por particion de muestras gaseosas
entre un gas de arrastre y la fase estacionaria. La muestra debe estar ya en
la fase gaseosa (0 ser transformada a la fase gaseosa por calentamiento),
asi que se puede pasar a la corriente del gas de arrastre para recorrer la
columna. Se usa un gas de arrastre de gran pureza, quimicamente inerte,
como nitrégeno, dioxido de carbono, helio o argdn, aunque la eleccién suele

estar determinada por la clase de detector que se usa (Higson, 2007).

Los tipos de detectores utilizados en cromatografia gaseosa son los

siguientes:

Detector de ionizacién de llama (FID), detector de captura de electrones
(ECD), detector de fotoionizacion (PID), detector de ionizacion de helio de
descarga pulsada (PHID) detector fotométrico de llama (FPD), detector Hall

de conductividad electrolitica (ELCD), detector de nitrégeno-fosforo (NPD).
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2.6.6 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una poderosa técnica microanalitica
que se usa para identificar compuestos desconocidos, para cuantificar
compuestos conocidos, para elucidar la estructura y propiedades quimicas
de moléculas 60 para determinar el contenido isotopico de diferentes
elementos en un mismo compuesto (Melgar, 2009). Un espectro de masas es el
registro grafico de los dafios que sufren las moléculas cuando se las
bombardea en fase gaseosa por un haz de electrones...Las moléculas de
partida se destruyen y se rompen en pedazos. Con los datos obtenidos es
posible normalmente identificar estas piezas y después deducir la estructura

de la molécula original. (Lépez, 1984)

La espectrometria de masas tiene amplios usos en conjunto con
otras técnicas analiticas, como es el caso del uso del espectrometro de
masas como detector en la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y

la cromatografia de gases (CG).
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I1l. HIPOTESIS
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Il HIPOTESIS

En las flores y hojas de la planta Brugmansia suaveolens existe
diferencia de la concentracion de alcaloides tropanicos, atropina y

escopolamina.
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V. DISENO METODOLOGICO
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4.1 Ubicaciéon del area de estudio

El secado de las muestras se hizo en el laboratorio 107 del
“‘Departamento de Quimica de la UNAN-Managua Recinto Universitario
Rubén Dario”. La extraccion de las muestras se realizd6 en el Centro de
Investigacion de Recursos Acuaticos de la Universidad Nacional Autonoma
de Nicaragua (CIRA-UNAN), Ilaboratorio de contaminantes organicos,
seccion de cromatografia gaseosa, y la inyeccion de las muestras se efectuo
en el Instituto de medicina legal, laboratorio de toxicologia forense, area

analitica.

4.2 Tipo de estudio

En esta investigaciéon se determind la concentracion de atropina y
escopolamina en la Brugmansia suaveolens, el estudio se realizd en una sola
época del afio(verano), por esta razon se dice que la investigacion es del

tipo descriptivo de corte transversal.
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4.3 Universo y muestra
El universo en estudio esta constituido por las 5 especies naturales
pertenecientes al género Brugmansia. En la investigacion se estudio una
muestra perteneciente a un género, Brugmansia suaveolens, de las cuales
se tomaron las hojas y flores.
El estudio estuvo constituido por cuatro fases principales:
1. Recoleccién de muestras (Marzo, 2009)
2. Valoracion de muestras en el laboratorio
e Secado
e Pulverizacion de la muestras
2.1  Extraccién
e Tamizado
e Sonicacion
e Extraccion en medio &cido

2.2 Inyeccién de muestras en el equipo
3. Andlisis de datos
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4.4 Criterio de seleccion de muestra

La investigacion estuvo enfocada en las hojas y flores de la planta
Brugmansia suaveolens, debido a que se encuentra distribuida en mayor
cantidad en el pais, sobre todo en el pacifico, ya que ésta especie se ha
adaptado al tipo de suelo y a las condiciones climaticas presentes en
nuestra regién. Cabe sefalar que la planta del género Brugmansia que
contiene mayor concentracion de alcaloides tropanicos es la Brugmansia
sanguinea, pero ésta no se tomo en el estudio debido a que no se encuentra

presente en Nicaragua.

Se decidié tomar los 6rganos, hoja y flor de la planta Brugmansia
suaveolens, ya gue segun estudios realizados anteriormente en Colombia,
se determind que la mayor concentracion de alcaloides esta presente en
estos Organos (Reyna, 2004). En toda la planta se encuentran distribuidos
ocho alcaloides del tipo tropanico, pero los que estan presentes en mayor
concentracion en las hojas y flores son atropina y escopolamina, por lo que

se decidié determinar y comparar la concentracion de éstos.
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4.5 Descripcion de las variables

Variable Definicion Categorias Indicador
Conjunto de cosas
Especie semejantes entre si por | B suaveolens. | Genero de la planta

tener uno o varios
caracteres comunes.

Concentracion

Magnitud que expresa
la cantidad de una
sustancia por unidad
de masa

Atropina.

Escopolamina.

Cantidad de
alcaloides, atropina
y escopolamina

expresada en pg.g*

Organo de la

planta

Unidad anatdmica
formada de varios
tejidos, y que
desarrolla una funcion
especifica en la planta

Hoja

Flor

Objeto de estudio
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4.6 Localizacion del punto de muestreo

La recoleccion de las muestras vegetales, se hizo en el Departamento
de Masaya, Municipio Masaya, Barrio la Villa. EI punto de muestreo esta
ubicado en las siguientes coordenadas geogréaficas; Latitud 11°58'40.94"
Norte, Longitud 86° 4'43.17" Oeste ver figura 10.1 anexo 10.1.

La toma de muestras de las flores y hojas se realizd de la siguiente

manera:

a) Se prepar6 un termo plastico para depositar las muestras,
colocando hielo dentro de un termo grande. Este procedimiento

se hizo para disminuir la deshidratacién de las flores y hojas

b) Se forré la parte interna del termo con papel aluminio; para
evitar que las flores y hojas tuvieran contacto directo con el

agua.

c) Luego se cortaron las flores y hojas desde la estipula, para no
dafar la muestra, y se depositaron en el termo para ser
llevadas al laboratorio, donde luego se sometieron al proceso

de secado.
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4.7  Materiales utilizados en el procesamiento de datos

4.7.1 Materiales para recolectar informacion.

Con base en la recoleccion de informaciéon y conocimientos adquiridos

por los investigadores, se implementaron instrumentos tales como:

e Documentacion  bibliografica: citas textuales, revistas cientificas,

diagrama de proceso como el que se muestra a continuacion.

Diagrama para la caracterizacion boténica y guimica de la Brugmansia

suaveolens.

Colecta de hojas y ___ Caracterizacion _—__ Macroscoépico
flores botanica
h Ay Atropina
Caracterizacion —
Secado de muestra quimica \—

Escopolamina

h——

Maceramiento — Pruebas rapidas Identificacion de alcaloides
totales, con los reactivos

’ Dragendorf y Wagner

Extraccién
Inyeccién de muestras en el Deteccion y cuantificacion
cromatoégrafo de gases utilizando el espectrémetro

de masas
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4.7.2 Reactivos utilizados en el proceso analitico

Los reactivos utilizados en todo el proceso analitico eran de un alto

grado de pureza y se muestran en la siguiente tabla:

Tabla4.1 Reactivos utilizados en el proceso analitico

Reactivo Férmula Numero de Marca Pureza
parte
. , AC12464- Acros .
Acido sulftrico H,SO, 0010 Organics Reactivo
Agua destilada H,O
J&T
Cloroformo HCCl; C607-4 HPLC
Baker
Cloruro de mercurio (Il) HgCl, 1044190050 Merck Reactivo
Estandar de atropina C17H23NOg 18936 Fisher meets USP j[estlng
specifications
Estandar de . meets USP testing
escopolamina C17HzNO, S0929-1G Fisher specifications
Hexano CsHia H302-4 Fisher Plaguicida
Hidréxido de amonio NH,OH 105422 Merck Reactivo
Metanol CH3OH A450-4 Fisher Plaguicida
Sulfato de sodio Na,SO, S421-1 Merck Pro andlisis
Yoduro de potasio Kl 7681-11-0 Merck Pro analisis

4.7.3 Materiales y equipos de laboratorio

La cristaleria utilizada en todo el procedimiento analitico fue clase A, el
proceso de limpieza de estos materiales se describe el anexo 10.2 pagina
95. Los materiales y equipo de laboratorio utilizados se describen en la tabla

10.1 del anexo 10.3 pagina 97.
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4.8 Valoraciéon de las muestras en el laboratorio

4.8.1 Principio del método

El primer paso en la aplicacion de este método consiste en la
extraccion de alcaloides totales presentes en las flores y hojas de la planta
Brugmansia suaveolens, esto se hizo con la ayuda de un bafio ultrasoénico,

luego se realiz6 una extraccion liquido-liquido con cloroformo (CHCls).

Posteriormente las muestras extraidas y libres de impureza se
inyectaron en el cromatégrafo de gases y asi poder identificar los alcaloides
atropina y escopolamina presentes en la planta. Finalmente lograr calcular la
concentracion de estos mediante el uso de estandares de atropina y

escopolamina certificados.

También se determindé la concentracion real presente en blancos de
matrices y blancos reactivos, estos blancos fueron contaminados con una
concentracion conocida de atropina y escopolamina. Esto se hizo con el
objetivo de determinar la eficiencia del proceso de extraccion al que se

sometieron las muestras.

4.8.2 Secado de muestras en el laboratorio y determinacion del
porcentaje de humedad

El secado de las muestras se hizo en el laboratorio 107 del
Departamento de Quimica de la UNAN-Managua, para esto se utilizé un
horno Lab line, Modelo imperial.
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En lo que fue la preparacion de las muestras, primero a las flores se
les cortd el pedunculo, mientras que a las hojas se les corto el peciolo.
Luego utilizando una balanza semianalitica, se pesaron cada una de las
muestra de flores y hojas que fueron recolectadas, el proceso de pesado se

realizo por duplicado

Posteriormente se procedié al secado de las muestras de hojas y
flores. Se colocaron las flores en el horno, de manera ordenada como
aparece en la figura 10.3 de los anexos 10.1 pagina 90 y se calentd
durante 26 horas a una temperatura de 40 =+ 5°C, luego se colocaron las

hojas durante 46 horas en el horno, a la misma temperatura.

Cuando las hojas y flores, estuvieron completamente secas se
pesaron nuevamente, este proceso se repite 2 veces hasta obtener un peso

constante.

Al obtener el peso de las muestras hUmedas y secas se determino el
promedio de las pesadas de las muestras, luego se procedid a calcular el
porcentaje de humedad utilizando la ecuacién 4.1

% Humedad = Mmtra humeda —Mmtra seca «100% (4.1)

Mmtra humeda

Donde:

% Humedad: Porcentaje de humedad

Mmtra seca: Masa promedio de muestra seca (g)
Mmtra humeda: Masa promedio de muestra humeda (g)

100%: Valor de referencia
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4.8.3 Maceracién de las muestras secas

En la pulverizacién de las muestras se utilizO un mortero con su pildn
de porcelana. Se colocaron dos flores secas dentro del mortero, luego se
maceraron utilizando movimientos circulares, evitando demasiada friccion,
para evitar el calentamiento de las particulas de muestra y que no se

degraden los alcaloides presentes en esta.

4.8.4 Principios de las pruebas para la identificacién de los
alcaloides

En general las pruebas para la identificacion de alcaloides, consisten
en agregar un reactivo de precipitacion o de coloracion, tal precipitado
indica la presencia de una sal soluble del alcaloide.

Un precipitado es un sélido formado a partir de una solucién. La
mayoria de los precipitados que se encuentran en andlisis cualitativos son
sales ligeramente solubles formadas por la combinacion de iones de una
solucién saturada la cual temporalmente se sobresatura por la adicion de un

agente precipitante (Brumbla. 1983).

L
Estimacioén cuantitativa de los alcaloides tropanicos atropina y escopolamina, presente en las
flores y hojas de la planta Brugmansia suaveolens
Péagina 48



V. Disefio metodolégico

Para la identificacion de alcaloides en forma total se aplicé el método

rapido de Weeb para alcaloides, que consistio en lo siguiente:

a) Se tomaron 5 g de muestra, de hojas y flores (pulverizadas) y
se depositaron en un erlenmeyer de 50mL, se le agregd
suficiente HCI al 1% para formar una suspension.

b) Luego se caliento el erlemeyer en el bafio Maria durante 4

horas, se agit6 periddicamente y se dejo enfriar la muestra.

c) Se filtro la suspension, y se ensayaron por separado alicuotas
0,2 mL de la suspension  con volimenes de 0.1 mL del

reactivo de Wagner y Mayer.

485 Proceso de extraccion

4.85.1 Tamizado de las muestras

Las muestras pulverizadas se pasaron por tamiz con un haz de maya
menor de 630 um (micrémetros), para eliminar las particulas con un diametro
mayor de 630 um, seguidamente las muestra se homogenizan utilizando el

método del cuarteo.

L
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4.8.5.2 Desengrasado.

El polvo de las partes de la plantas (flores y hojas) por separado, se
sometieron a extracciones con n-hexano (CgHi4) para eliminar todas las
sustancias grasas. El proceso consistio en lo siguiente: se tomaron 150 g la
muestra (hojas o flores) y se dejo macerar durante 24 horas en un beaker de
1000 mL que contenia 400 mL de n-hexano calidad cromatografia, luego se
decanto el extracto organico que contenia las grasa y se conservo el material

extractado para su posterior analisis.

4.85.3 Extraccion de los alcaloides

La extraccion del material vegetal se realizé utilizando el método de
Kamada con algunas modificaciones donde la muestra se extracta por
sonicacion y agregando una mezcla, Cloroformo: Metanol: Hidréxido de
amonio (15:5:1); El proceso consistio en lo siguiente:

1. Se pesaron 100 mg de muestra, de la siguiente manera; se coloc6 un
beaker de 40 ml en la balanza analitica, se taré la balanza en cero y
se depositd la muestra en el beaker hasta completar los 100 mg de

muestra.

2. Luego se agreg6 a la muestra 10 ml de la mezcla CHCI; (cloroformo):
CH3-OH (Metanol): NH,OH (hidroxido de amonio), en una proporcion
de 15mL:5mL:1mL respectivamente, se sonicd durante 10 minutos, y

se dejo reposar a temperatura ambiente durante una hora.

Estimacioén cuantitativa de los alcaloides tropanicos atropina y escopolamina, presente en las
flores y hojas de la planta Brugmansia suaveolens
Péagina 50



V. Disefio metodolégico

Se filtré la muestra utilizando un filtro cénico, el filtrado se depositd en
un balén fondo plano de 250 mL y se enjuag6 el papel filtro con 5 mL

de CHCI3, y de mismo modo se deposito el lavado en el baldn.

La muestra se evapordé a sequedad en un rotaevaporador, a una

presiéon de 500 mmHg, y la temperatura del bafio se programé a 50 °C.

Se enjuago el balén con 5 ml de cloroformo (CHCI3), se trasvaso a un
embudo de separacion de 150 mL, en donde se agregaron 2 mL de
acido sulfarico H,SO, 0.5M y se agitd vigorosamente, durante un
minuto. Luego se descarto la fraccién organicay se ajusto el pH de la
fraccion acida entre 10 y 11 al agregar 0.5 mL de NH4OH al 28%.

Se extrajeron los alcaloides con cloroformo (CHCI3), una vez con 10
mL y dos veces con 5 mL, Las fracciones organicas fueron filtradas
utilizando sulfato de sodio anhidrido (Na;SO,4). Se colocé lana de
vidrio en un embudo, seguidamente se depositaron aproximadamente
2 g de sulfato de sodio anhidrido (Na;SO,) sobre la lana de vidrio, se
humedecié el sulfato de sodio anhidrido (Na,SO4) con 2 mL de
cloroformo (CHCI3), finalmente se filtraron las fracciones orgénicas y
se enjuagbé nuevamente el sulfato de sodio (Na;SO4) con 5 mL de

cloroformo (CHCly).

Los filtrados se depositaron en un balén fondo plano de 250 mL, y se
evaporaron nuevamente a una presion de 450 mmHg Yy a una
temperatura de 40°C hasta obtener aproximadamente 5 mL del
extracto, luego se agregaron 20 mL de CH3OH (metanol) en el balén
para hacer cambio de solvente, se evaporé nuevamente la muestra a
una presion de 500 mmHg hasta obtener aproximadamente 0.5 ml de

filtrado, y se enjuago el balon con 7 mL de CH3;OH.
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8. Seguidamente la muestra se trasladé a un tubo de ensayo donde se
reconcentré con nitrégeno, y luego se pasoé la muestra a un balén de
volumétrico de 2 mL, en donde se afor6 con CH3OH hasta la marca
de enrase, finalmente la muestra se trasladé a un vial de 1,5 mL para
luego ser inyectada en el cromatografo de gases, y de esta forma

obtener la lectura correspondiente del analito.

4.8.6 Inyeccion de muestra en el cromatografo de gases

Los extractos se analizaron en un cromatégrafo de gases “Hewleltt
Packard” 6890 equipado con un sistema de inyeccién automatica y acoplado
a un detector de espectrometria de masas “Hewlett- Packard” (GC-MSD),
utilizando como gas portador helio (He). Se inyect6 un volumen de muestra

de 3 uL. El equipo se programoé a las siguientes condiciones:

El inyector se programd en modo sin division, a una temperatura de
250 °C

Se utilizé una columna DB5 de 30 m de longitud, 0,25 mm de didmetro y
0,25 um de grosor de pelicula. La temperatura de la columna se programo a

las siguientes condiciones:

e Temperatura inicial 180 °C durante 1 min
e Gradiente de temperatura 4°C/min hasta al alcanzar 250 °C y se
mantuvo esa temperatura durante 2 min.

e Tiempo final 20,5 min.

El detector utilizado fue un detector de espectrometria de masas, con un
fitro de masas cuadrupolar, temperatura de fuente idnica de 250° C y

filamento de la fuente i6bnica de 70 eV.
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El equipo se program6 en modo SIM (monitorio de iones
seleccionados), esto permiti6 detectar especificamente los iones de
fragmentacion de interés en la muestra. Para lograr esto se buscé en la
biblioteca de espectros del equipo los iones principales de fragmentacion de
la atropina y escopolamina, logrando encontrar que para la atropina los iones
de fragmentacion aparecieron a 82, 94, 124, 289 (M/z) y para la
escopolamina a 42, 94, 108, 138, 154, 303 (M/z).

4.9 Cuantificacion de la atropinay escopolamina

Para determinar la concentracion de atropina y escopolamina se
prepararon una serie de patrones de calibracion, las concentraciones a las
cuales se prepararon los patrones de calibracion se muestran en las tablas
4.3y 4.4 de la seccion 4.10.2. Los patrones se inyectaron en el equipo bajo
las condiciones establecidas en la seccion 4.8.6. Una vez inyectados los
patrones de calibraciéon se graficéd la respuesta del instrumento (area) vs la
concentracion a la que se preparé el patron, de esta manera se obtuvo una

recta correspondiente a la siguiente ecuacion:

Yo = a + bxg (4.2)
Donde:
yo: Area corregida del patron.
b:Pendiente de la recta.
a:Ordenada en el origen.

X¢)- Concentracion a la que se preparo el patron (g.g™).

Una vez construida la curva de calibraciéon se calculé la concentracion
en ug.mL™ de atropina y escopolamina presente en las muestras de flores y

hojas. Esto se realizé utilizando la ecuacion 4.3
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c =" (4.3)

(>

Donde:

C Concentracion de alcaloide encontrada en la muestra (ug.g™>).
Y- Area de la muestra.

b: Pendiente de la recta

a. Ordenada en el origen

Debido a que la matriz en el trabajo es sélida, la concentracion de
atropina y escopolamina se expresd como microgramo (ug) de alcaloide por
gramo (g) de muestra, para lograr esto se multiplic6 la concentracion
encontrada al utilizar la ecuacion 4.3, por el volumen de aforo de la muestra
entre la masa de muestra por la densidad, asumiendo que esta tiene un valor

de 1 g/mL, como lo indica la ecuacién 4.4

C xV,
Chgg? = M. (9) (d) (4.4)

Al multiplicar la ecuacién 4.4 por el factor de recuperacion
(100 / % Recuperacién) podemos encontrar la concentracién real (ecuacion

4.5) presente en las flores y hojas.
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CcxXV,xdx100%
M, X %R

Cur = (4.5)

Donde:

Cwmr: Concentracion real de alcaloide presente en la muestra, determinada en
Hg/g de atropina o pg/g escopolamina

C.: Concentraciéon de alcaloide encontrada en la muestra (ug.g™)

Va: Volumen de aforo final de la muestra (ml)

Mm: Masa de muestra seca (Q)

%R: Media del porcentaje de recuperacién entre: muestra de hoja mas
agregado y blanco de matriz mas agregado

100%: Valor de referencia

d: densidad igual a 1 g/mL

El porcentaje de recuperacion (%R) viene dado por la ecuacion:

%R == 100% (4.6)

Donde:

%R: Porcentaje de recuperacion de la muestra.

CF: Concentracion del analito medida en la muestra fortificada.
CU: Concentracién del analito medida en la muestra sin fortificar.

CA: Concentracion del analito adicionada.
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4.10 Estandares y soluciones de trabajo

En todo el proceso analitico se utilizaron reactivos de laboratorio
calidad reactivo y calidad cromatografica, segun fuese el caso, y asi lograr
obtener resultados confiables. También con el propdsito de obtener un buen
resultado en los analisis, se utilizaron estandares certificados de atropina y
escopolamina trazables. Para la preparacion de los estandares y

soluciones trabajo se utilizo la ecuacién de la dilucién (ecuacion 4.7).

Vi*Ci=Vf*Cf 4.7)

Donde:

Vi: Volumen a agregar del soluto.

Ci: concentracion del soluto.

Vf: Volumen de solucion que se desea preparar.

Cf: concentracion final de la solucion.

Los calculos para la preparacion de los estandares y las soluciones trabajo

se muestran en los anexos 10.6.

L
Estimacioén cuantitativa de los alcaloides tropanicos atropina y escopolamina, presente en las
flores y hojas de la planta Brugmansia suaveolens
Péagina 56



V. Disefio metodolégico

4.10.1 Preparacion de los reactivos

Para la identificacion de los alcaloides totales presentes en las flores y
hojas de planta se utilizé el reactivo de Wagner y el reactivo de Mayer, que

son reactivos generales para la identificacion de alcaloides.

En el proceso de extraccion se utilizdé una mezcla Cloroformo:
Metanol: Hidréxido de Amonio 25 % (10:5:1), también se utilizaron soluciones
de H,SO,4 0,5 M e Hidréxido de Amonio al 28 %, la preparacion de

estas soluciones se describe a continuacion:

e Preparacién del reactivo de Mayer.

Se disolvieron 1,36 g de (cloruro de mercurio Il) HgCl, en 60 mL de
agua destilada, luego se disolvieron 5 g de yoduro de potasio (KI) en 10 mL
de agua destilada, se juntaron las dos soluciones y se aforaron a 100 mL con

agua destilada.

e Preparacion del reactivo de Wagner

Se disolvieron 1,27 g de yodo (I,) y 2 g de Kl en 20 mL de agua,

seguidamente la solucion se aforé a 100 mL con agua destilada.

e Preparacion del H,SO,0,5M

Se prepararon 25 mL de H,SO4 0,5 M a partir de H,SO4 concentrado
de la siguiente manera: se tomé un balén de 25 mL y se agreg6 una cama de
agua destilada de aproximadamente 5 mL, luego se agregaron 0,7 mL de

H,SO, concentrado, y se aford hasta la marca de enrase.
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e Preparacion NH4OH 25y 28 %

Los volumenes utilizados para la preparacion de las soluciones de

NH,OH se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 4.2 Preparacion del NH,OH

C. NH4OH (%) V. NH4OH (mL) V. final (mL) Disolvente
25 43.1 50 «
>
28 9.66 10 g

C. NH4OH: Concentracion a la que se prepar6 el NH,OH
V. NH4;OH: Volumen agregado de NH4OH (concentrado)
V. Final: Volumen de aforo final

4.10.2 Preparacion de los estandares

La preparacion de los estandares de atropina y escopolamina se
realiz6 a partir de una solucién madre de 1000 mg.L™", a partir de esta se
prepar6 una mezcla atropina-escopolamina a una concentracion  de
200 mg.L?, para luego preparar los estandares que se utilizaron en la
elaboracion de la curva de calibracion para la cuantificacion de atropina y

escopolamina.

Preparacion de la solucion madre de Atropina y Escopolamina 1000 mq.I*

Se pesaron de manera individual, utilizando una balanza analitica
10 mg de los estandares sulfato de atropina (C34H4sN2010S) y clorhidrato
de escopolamina. Luego cada uno se afor6 a un volumen de 10 mL

utiizando metanol como solvente.
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Se tomo6 1 ml de la solucién madre de atropina y 1 mL de la solucion

madre de escopolamina, se agregaron a un balén de 5 mL y luego se aforo

el balén hasta la marca de enrase.

Tabla 4.3. Preparacion de la curva de calibraciéon de la atropina.

, 1 L Volumen de aforo
Cstq- Atropina (mgL™) V. afadido (pL) Solvente
(mL)

5 50 2

10 100 2

20 200 2 :85

30 300 2 5]
=

40 400 2

50 500 2

V. Tomado: Volumen afiadido de la mezcla Atropina-Escopolamina 200mg.|‘1

Csw. Atropina: Concentracion del estandar de atropina (mg.I™)
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Tabla 4.4. Preparacion de la curva de calibraciéon de la escopolamina

) L V. Tomado | Volumen de aforo
Csw. Escopolamina (mg.L™) Solvente
(ML) (mL)

5 50 2

10 100 2

20 200 2 [
©

30 300 2 3]
=

40 400 2

50 500 2

V. Tomado: Volumen en microlitros (L) tomado de la mezcla

Atropina-Escopolamina 200mg.L'l
Csta- Atropina: Concentracién del estandar de escopolamina (mg.L'l)

4.11 Herramientas estadisticas para la determinacion de Ila

incertidumbre en los resultados

Para determinar los errores tanto sistematicos como aleatorios
presentes en algunas de las etapas del método analitico utilizado en esta
investigaciéon, y poder determinar el intervalo de confianza de las
concentraciones de atropina y escopolamina encontrada en las muestras de
hojas y flores, se decidi6 aplicar algunas herramientas estadisticas que

facilitan la estimacién de estos errores inevitables.
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4.11.1 Contraste de correlacion significativa

Al aplicar esta prueba logramos determinar si el coeficiente de
correlacion calculado a partir de la respuesta de medicion de los patrones de
calibracion es verdaderamente significativo, es decir determinar si la curva de
regresion obtenida es lineal, esto se evallua al hacer un contraste t como lo

demuestra la siguiente ecuacion:

__rlvn=2

t V1—r2

(4.8)

El valor de t calculado se compar6é con un valor t critico el cual se
determind a partir de la tabla presente en el anexo 10.4 a (n-2) grados de
libertad. También tomamos como hipoétesis nula (Hp) lo siguiente: no existe

correlacion significativa entre los datos (Ho = correlacion 0).

Si se determina que el t calculado <t critico se acepta la hipotesis

nula, de lo contrario se rechaza.
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411.2 Intervalo de confianza de la curva de regresion lineal para la

cuantificacion de atropina y escopolamina

Para poder determinar el intervalo de confianza de las curvas de
regresion lineal se determiné el error tipico XY (Sy), la varianza residual de

X (Sx) ¥ la varianza residual de y (Syy) para cada una de las curvas.

5, =377 —|22] (4.9)
Sex =L X% — [—(zf)z] (4.10)
S, = J (Syy — b2Sy )/ (n—2) (4.11)

Luego de haber obtenido los valores de Syy, Sy, Sy se determino
intervalo de confianza de las curvas de regresion lineal, para esto se utilizd

el método de Meier y Zind, por tanto se aplicaron las siguientes

ecuaciones:

Yo(i) = + LC 95% (4.12)

oo =50 14 EOIT 413
Yo(i) = + Sy.t. \/% + X)) =X 12/Sy (4.14)
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El valor Y (i) es el valor corregido de Y (area corregida), se calculo
utilizando la ecuacién de la regresion lineal ecuacion (4.2), LC 95% es el

limite de confianza de la curva con 95% de confiabilidad.

4.11.3 Limite de deteccién y limite de cuantificacion de las curvas

de regresion lineal

Para determinar el limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion
(LOQ) se aplico el método de Miller y Miller (ecuacion 4.15 y 4.16), con este
método se logré determinar el area minima detectable y cuantificable por el

equipo.
LOD = a +3S, (4.15)
LOQ = a+ 10S, (4.16)
Luego las areas obtenidas se sustituyeron en la ecuacion 4.17 y 4.18

respectivamente, de esta manera se pudo determinar la concentracion

minima detectable (X op) Y la concentracion minima cuantificable (X o).

LOD —a

Xiop = 5 (4..17)
LOQ —a

Xi0g = 5 (4.18)
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4.11.4 Determinacién del error aleatorio de la concentracion

Cuando se utilizan las curvas de regresion lineal para la determinacion
de concentracion de algin compuesto es necesario estimar el error asociado
a la concentracion. En este caso la incertidumbre se determiné en funcién

de los errores residuales de la curva.

En esta investigacion la incertidumbre de los resultados se determind
mediante la aplicacion de la ecuacion de Meier y Zund para determinar el
error en la concentracion de cada una de las muestras mediante la
estimacion del error global asociado a la curva de calibracion (ecuacion
4.19).

J 1 o=9)?
Sx():?y\/l +;+m (4.19)

4.11.5 Limite de confianza en la concentracién de las muestras

Para establecer de manera razonable el intervalo en el cual se
encuentra el valor verdadero de concentracion, se procedié a determinar el
limite de confianza de la media. Al aplicar el test Miller y Miller  (ecuacion
4.20) se establecieron los limites de confianza de media con un 95% de

confiabilidad.

X+t, viﬁ (4.20)
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4.11.6 Comparacion de medias

Para determinar si realmente existe diferencia significativa entre la
concentracion de atropina y escopolamina presente en las flores y hojas de
la Brugmansia suaveolens se aplico la prueba t para comparacién de medias
con desviaciones estandar diferentes, segun Miller y Miller (ecuacion 4.21).
Los grados de libertad se pueden calcular utilizando la ecuaciéon (4.22). En
esta investigacion los calculos se hicieron utilizando el software estadistico
MINITAB 15.

X, —X

t:M (4.21)
St S
T,

2
g3
n, n
St S )
nZ(ny—1) ni(ny, —1)

Grados de libertad = (4.22)

Tomando como hipoétesis nula:

Ho:
La concentracién de atropina y escopolamina presente en muestras de
flores es igual a la concentracion de atropina y escopolamina presente

en muestras de hojas (Ho: Hfiores = Hhojas)-
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5.1 Determinacion del porcentaje de humedad

El calculo del porcentaje de humedad se realizdé para determinar la
concentracion de atropina y escopolamina presente en muestras humedas.
Para esto fue necesario conocer el peso humedo de la muestra y el peso
seco de la misma. El porcentaje de humedad promedio encontrado en hojas
fue de 83,07 £0,96 % Yy 90,43 £ 1,56 % en flores.

Fig. 5.1 Porcentaje de humedad de las flores y hojas
de la Brugmansia suaveolens

% de humedad en hojas % humedad en flores

Matriz_____ —— ———
seca
10%

5.2 Prueba para laidentificacion de alcaloides totales

Para verificar la presencia de alcaloides en muestras de flores y hojas
de la Brugmansia suaveolens se utiliz6 el método rapido de Weeb para
alcaloides, y al realizar el ensayo con el reactivo de Mayer se logro observar
la formacion de un precipitado color blanquecino (anexo 10.1 figura 10.5), y
la formacién de un precipitado marron al agregar el reactivo de Wagner.
Ambas pruebas reflejaron resultados positivos, esto indicé efectivamente la

presencia de alcaloides en las flores y hojas de la planta.
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5.3 Andlisis del extracto de las hojas y flores de la Brugmansia

suaveolens

Los extractos de las muestras de hojas y flores de la Brugmansia
suaveolens fueron analizados utilizando un cromatégrafo de gases acoplado
a un espectrometro de masas para la identificacion estructural de los
alcaloides, comparando los patrones de fragmentacion con la base de datos

del equipo.
Al inyectar los patrones de referencia de atropina y escopolamina
estos presentaron tiempos de retencién de 13,40 minutos y 15,82 minutos

respectivamente, con una ventana de + 0,05 minutos Figura 5,2.

Figura5.2 Cromatograma de mezcla atropina-escopolamina a
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Segun los resultados reflejados por el equipo, se comprobd la
presencia de atropina y escopolamina en las muestras de hojas y flores de la
Brugmansia suaveolens, al observar que los iones principales de
fragmentacion aparecen a 82, 94, 124, 289 (M/z) para atropina y 42, 94, 108,
138, 154, 303 (M/z), para escopolamina, como se muestra en el anexo 10.1
figura 10.10 y 10.11 respectivamente. De acuerdo a la biblioteca de
espectros del equipo, esos son los iones de fragmentacion correspondientes

para la atropina y escopolamina.

Al comparar los tiempos de retencion de los picos de la atropina y
escopolamina en las muestras con los tiempos de retencion de los picos de
atropina y escopolamina de los estandares se observé que los tiempos de
retencion de las muestras corresponden con los estandares. De esta manera

confirma la presencia de atropina y escopolamina en las muestras

5.4 Concentracién de Atropinay Escopolamina presente en las

muestras de flores y hojas

Utilizando la ecuacion 4.5 se logro determinar la concentracion real de
atropina y escopolamina presente en las muestras de flores y hojas de la
Brugmansia suaveolens. Las concentraciones promedio que se obtuvieron

en las muestras fueron las siguientes:

Atropina en muestras de flor 643,50 + 54,98 pg.g™; Atropina en
muestras de hoja seca 428,02 + 12,89 pg.g™’; Escopolamina en muestras de
flor seca 1582,77 + 77,82 ug.g™; Escopolamina en muestras de hoja 611,61 +
24,50 pg.gt. Los resultados de cada una de las muestras se presentan la
tabla5.1y5.3.
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Tabla5.1 Concentracion de atropina encontrada en muestras de flores
y hojas de la Brugmansia suaveolens.
ATROPINA
Cédigo | Areade | Volumen | Masade . .
Matriz dela la de aforo | la muestra Concentracion Concentracion
muestra | muestra | final (mL) | seca (g) (hg/mL) £ 5Xo %) real (kg/e)
Flor F1 1732514 4 0,10 16,41 + 2,66 661,16
F2 3118524 2 0,10 28,37+ 2,60 571,51
F3 1838176 4 0,10 17,32+ 2,65 697,82
Promedio 643,50
65,00
Desviacion estandar
Hoja H1 1104481 4 0,10 10.99+2,75 44,79
H2 1044930 4 0,10 10.48 + 2,76 422,24
H3 1036555 4 0,10 10.40+ 2,77 419,02
Promedio 428,00
Desviacion estandar 12,90
Tabla5.2 Porcentaje de recuperacion de la atropina
Agregado Area Concentracion % de 3
(ng/g) recuperacion
Blanco de matriz + 12 pg.mL™ de atropina 1144876 11,34 94,50
Muestra de Hoja + 5 pg.mL™ de atropina 1664445 15,82 104,06
Promedio 99,28

e Limite de confianza de la concentracion de atropina en flores
643,5 + 161,37 ug.g=!

e Limite de confianza de la concentracion atropina en hojas

428 +32,03ug.g !
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Tabla5.3 Concentracion de escopolamina encontrada en muestras de
flores y hojas de la Brugmansia suaveolens.

ESCOPOLAMINA
p Masa de
. Cédigo de Area de Volumen la Concentracion Concentracion
Matriz la muestra la ’?'e aforo muestra (ng/ml) % sxo t(n-2) real (ug/g)
muestra final (mL) (&) :
Flor F1 2336701 4 0.10 35.88+2.91 1563.74
F2 4798404 2 0.10 69.58 £ 4.07 1516.23
F3 2511858 4 0.10 38.28 £ 2.95 1668.34
Promedio 1582.80
Desviacion estandar 77.80
Hoja H1 703627 4 0.10 13.53+2.95 589.67
H2 732901 4 0.10 13.93+2.94 607.10
H3 784999 4 0.10 14.64 + 2.93 638.05
Promedio 611.60
Desviacion estandar 24.50
Tabla5.4 porcentaje de recuperacion de la escopolamina
Agregado Area Conc(:i;;rga)cmn % de recuperacion
Muestra de hoja + 10 pg.mL" de 1372998 22.69 86.61
escopolamina
Blanco de matriz + 28 ug.mL™ de 1698675 27.15 96.96
escopolamina
Promedio 91.79

e Limite de confianza de la concentracion escopolamina en hojas
611.60 +60.82 ug.g!

e Limite de confianza de la concentracion escopolamina en flores
1582.80 +193.15ug.g!
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5.5 Comparacion entre la concentracion de atropina y escopolamina

presente en las muestras de flores y hojas

Al aplicar la prueba t para la comparacion de dos medias
experimentales se logré evidenciar que las concentraciones de atropina y
escopolamina presentes en hojas y flores difieren con un 95 % de confianza,
de tal manera que se puede decir que las flores contienen mayor
concentracion de atropina y escopolamina. También se determiné que la
escopolamina se encuentra en mayor concentracién en ambos 6rganos. Los
resultados de la prueba t para comparacion de dos medias experimentales
con desviaciones estandar diferentes se obtuvieron mediante la aplicacion
del software MINITAB 15.

5.5.1 Comparacion de la concentracion de atropina presente en

muestra de flores y hojas

Los resultados reflejados por MINITAB al aplicar la prueba t para
comparacion de medias con varianzas diferentes se obtuvo un valor para
t calculado de 5,63, mientras que el t critico a 2 grados de libertad al

95 % de confianza fue igual a 4,30. Por tanto:

5,63>4,30

De esta manera encontramos que t calculado > t critico, por esta razon
se rechazo la hipétesis nula, por tanto la concentracién de atropina en hojas
y flores difiere significativamente.

La hoja de calculo obtenida por Minitab se muestra en los anexos
10.6.12
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5.5.2 Comparacién de la concentracion de escopolamina
presente en muestras de flores y hojas

De igual manera se encontrd que t calculado > t critico, por tanto también
se rechaza la hipotesis nula, por tanto existe diferencia entre la

concentracion de escopolamina presente en las muestras de flores y hojas.

t critico a 2 grados de libertad al 95 % de confianza = 4,30
t calculado: 29,65

La hoja de calculo obtenida por Minitab se muestra en los anexos 10.6.12

Figura 5.3 Concentracion comparada de atropinay escopolamina
presente en hojas y flores de la Brugmansia suaveolens
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5.6  Andlisis de correlacion significativa de la curva de regresién de la

atropinay la escopolamina

Se realiz6 un analisis de correlacion significativa para la curva de
calibracion de la atropina y escopolamina, para esto se utilizé la ecuacién
(4.8), de esta manera se obtuvo lo siguiente:

5.6.1 Atropina
Lealculado = 50,46

Hipotesis nula (Hp): no existe correlacion significativa

Seguidamente, se tabulé en la tabla t de anexo 10.4, el valor de t
critico a 4 grados de libertad obteniendo asi un valor de 2,78.
50,46 > 2,78
Al contrastar los valores de t critico y t calculado encontramos que
t calculado > t critico; por tanto se rechazd la hipotesis nula y se puede decir
que existe una correlacion significativa entre las areas y las concentraciones

del los patrones de calibracion de la atropina.

5.6.2 Escopolamina

El contraste de correlacion significativa se realiz6 de igual manera que
para la atropina, logrando obtener un valor de t calculado de 35,92 y un t
critico a un 95% de confianza de 2,78, por tanto t calculado > t critico (95%),
de tal manera que se rechaz6 Hp y podemos decir con un 95 % de confianza
que existe correlacion entre las areas y las concentraciones de los patrones

de calibracion de la escopolamina.
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de la

5.7 Limites de confianza de la curva de regresion lineal

atropina

Para la determinacion de los limites de confianza (LC) de la curva de
regresion lineal de la atropina se calculdé Syy (ecuacion 4.9), Sy (ecuacion

4.10), y Sy (ecuacion 4.11) para la atropina.

Tabla5.5 Areas de los patrones de calibracion de la atropina
v Area
. -1 ; i N2 .2 . T2 .
Xi (Hg.9™) (Area) (Xi) Yi (Xi- X) cor(r5g)|da
0
5 491132 25 2.412E+11 | 433.89 410168.46
10 1004061 100 1.008E+12 | 250.59 989623.26
20 2065490 400 | 4.266E+12 33.99 2148532.86
30 3270454 900 | 1.070E+13 17.39 3307442.46
40 4367371 1600 | 1.907E+13 | 200.79 4466352.06
50 5748873 2500 | 3.305E+13 | 584.19 5625261.66
Sumatoria 155 16947381 | 5525 | 6.833E+13 | 1520.83 | 16947380.76
X)
Promedio 25,83 2824563 | 920,83 | 1.139E+13 | 253.47 2824563
X
*Syx 1520.83 a -169286
*S, 100131 b 115891
Syy 2.0466E+13 r’ 0.998

*  El calculo se muestra en los anexos 10.6

Los limites de confianza (LC) de la curva se calcularon utilizando la

ecuacion 4.13 y los calculos se muestran en los anexos 10.6.16 Los limites

de confianza obtenidos se muestran en la tabla 5.6
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Tabla5.6 Limites de confianza para la curva de regresion lineal de la

atropina
Concentracion Area Limite de . o
. . . Intervalo superior | Intervalo inferior
del patron corregida confianza (LCHY (LC-Yo)
Xi (pg/g) Yo (LC) 0 0
5 410168 187828 597997 222340
10 989623 161060 1150683 828563
20 2148532 122084 2270617 2026449
30 3307442 118569 3426012 3188873
40 4466352 152980 4619332 4313372
50 5625262 207213 5832475 5418049

Figura5.4 Limite de confianza, limite de cuantificacion y de deteccion

de la curva de regresion lineal de la atropina

Grafica de dispersion de Y calculada, LC+Y calcula, ... vs. Xi (pg/g)
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5.8

Limite de deteccion y de cuantificacién de la atropina

El limite de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) para la cuantificacion

de atropina se calculd utilizando la ecuacion 4.15 y 4.16 respectivamente,

luego se sustituyeron los valores obtenidos en las ecuaciones 4.17 y 4.18,

para encontrar la concentracion minima detectable y cuantificable.

5.9

escopolamina

Xpop =259 ug.g~"
XLOQ = 8.64 ,ng.g_l

Limites de confianza de la curva de regresion lineal de la

De igual manera gue la atropina, para determinar los limites de confianza

para la curva de regresion lineal de la escopolamina,

valores Sy, ecuacion (4.7),

escopolamina.

se calcularon los

Sxx (ecuacion 4.8) y Sy (ecuacion 4.9) para la

Tabla5.7 Areade los patrones de calibracién de la escopolamina
Concentracién | Area del (Xi)? Yi? (Xi- X )2 Area
del patrén patrén corregida
Xi (ug.mg™) (Y) (Yo)
5 80074 25 6411845476 | 433.89 80454.63
10 424885 100 1.8053E+11 | 250.59 445771.43
20 1194149 400 1.426E+12 33.99 1176405.03
30 1868122 900 3.4899E+12 17.39 1907038.63
40 2747531 1600 | 7.5489E+12 | 200.79 | 2637672.23
50 3300886 2500 | 1.0896E+13 | 584.19 | 3368305.83
Sumatoria 155 9615647 5525 | 1.2652E+13 | 1520.83 | 9615647.78
)2
Profnédio 25.83 1602608 | 920.83 | 3.9246E+12 | 253.47 1602608
X
*Syx 1520.83 a -284862.17
*Sy 68702.48 b 73063.36
S,y 8.13747E+12 r’ 0.998
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Figura 5.5 Limite de confianza, limite de cuantificacién y de deteccion

de la curva de regresion lineal de la escopolamina.

Grafica de dispersion de Yo, LC+Yo, LC-Yo vs. Xi (pg/fqg)
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Los limites de confianza (LC) de la curva de regresion lineal para la

cuantificacion de escopolamina se calcularon utilizando la ecuacion 4.13.

Los resultados se muestran en la tabla 5.8.

Tabla5.8 Limites de confianza parala curva de regresion lineal de la
escopolamina
Concentraf:lén Area} L|’m|_te de Limite superior | Limite inferior
de'l patrén corregida confianza (LC+Yo) (LC-Yo)
Xi (ug/g) Yo (LC)

5 80455 128874 209328 -48419
10 445771 110507 556279 335264
20 1176405 83765 1260170 1092640
30 1907039 81354 1988392 1825685
40 2637672 104964 2742636 2532708
50 3368306 142174 3510480 3226131

e ——
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5.10 Limite de deteccién y de cuantificacion de la escopolamina

Luego se determind el limite de deteccion (LOD) y limite de
cuantificacion (LOQ) (Figura 5.5) de la escopolamina, el calculo que realizo
fue el mismo que se utilizd6 para la determinacién del LOD y LOQ de la

atropina.

Luego de haber encontrado el LOD Y LOQ de la escopolamina se
determinaron sus valores de concentracion minima detectable (X.op) Yy
concentracion minima cuantificable (X_og), obteniéndose los siguientes

resultados

Xop =2.82ug.97"
X100 =940 ug.g7*
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VI. DISCUSION Y ANALISIS DE LOS
RESULTADOS

Estimacioén cuantitativa de los alcaloides tropanicos atropina y escopolamina, presente en las
flores y hojas de la planta Brugmansia suaveolens
Péagina 80



VI. Discusion y andlisis de los resultados

6. Discusion y anédlisis de los resultados

En esta investigacion se analizaron muestras secas de flores y hojas
secas de la Brugmansia suaveolens, por lo tanto para poder calcular la
concentracion de atropina y escopolamina en muestras de hojas y flores
hiamedas fue necesario determinar el porcentaje de humedad de las flores y

hojas.

Los porcentajes de humedad encontrados en ambos érganos fueron
relativamente alto (hojas 83,07 £ 0,9 %, flor 90,43 £ 1,56 %), esto indica
que la relacidon, muestra seca / muestra himeda, es aproximadamente 1/5
para hoja y 1/10 para flor Esto quiere decir que para obtener 1 g de
muestra de hoja seca se necesitan 5 g de muestra de hoja humeda y para
obtener 1 g de muestra de flor seca se necesitan 10 g de muestra de flor

humeda.

Los resultados encontrados al determinar la concentracién de
atropina y escopolamina presente en hojas y flores de la Brugmansia
suaveolens reflejan que la escopolamina es el alcaloide que se encuentra en
mayor concentracibn en ambos o6rganos, alcanzando una concentraciéon
mayor a los 1500 pg.g™ en las flores de la planta, por esta razén se dice que
las flores de la Brugmansia suaveolens ejercen un efecto toxico mayor que

el producido por las hojas.
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7. Conclusiones

Mediante el andlisis por espectrometria de masas se logré comprobar
la presencia de atropina y escopolamina en muestras de flores y hojas de la

planta Brugmansia suaveolens.

Se determind que las flores de la Brugmansia suaveolens tienen una
mayor concentracion de atropina y escopolamina, en comparacion con la

concentracion que esté presente en las hojas de la misma planta.

La escopolamina es el alcaloide que se encuentra en mayor
concentracion en las flores y hojas de la Brugmansia suaveolens, siendo esta

una de las razones por la cual la planta posee un alto grado de toxicidad.

Segun las pruebas estadisticas aplicadas a los resultados de los
andlisis, se evidencié que con un 95% de confianza los errores aleatorios y
sistematicos en los resultados no son significativos, por esta razén se puede
decir que los resultados obtenidos fueron exactos y precisos, en lo que fue

la cuantificacion de atropina y escopolamina.
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8. Recomendaciones

Realizar un andlisis completo de los principios activos atropina
escopolamina contenidos en todos los 6rganos de la planta Brugmansia
suaveolens, para obtener un mayor conocimiento acerca de la composicion

de alcaloides tropanicos en esta planta.

Determinar si existe variacion en la concentracion de atropina y
escopolamina entre plantas cultivadas en diferentes regiones del pais, ya
gue la concentracion de alcaloides presente en la planta puede variar segun

el tipo de suelo y las condiciones climaticas de la zona.

Utilizar un detector Nitrogeno-Fosforo (NPD). Esto permitiria
comparar resultados, ya que este tipo de detector es especifico para la
deteccién y cuantificacion de compuestos nitrogenados, y disminuiria los

costos en lo que es deteccion y cuantificacion de alcaloides.

Implementar la liofilizacion en el proceso de secado de las muestras,
este proceso evita que la muestra pierda sus propiedades organolépticas
debido a que la deshidratacién se realiza al vacio y a temperaturas bajas, de

tal manera que el agua se separa de la muestra por sublimacion.
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10.1 Imé&genes

Figura 10.1 Punto de recoleccién de las muestras
Punto de recolecdion
de las muestras

Figura 10.2 Recoleccion de las muestras
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Figura 10.3 Secado de las muestras de flores

Figura 10.4 Muestras de flores secas.
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Figura 10.5 Precipitado obtenido al hacer la prueba de Dragendorf y
Wagner

Figura 10.5 Bafio ultrasénico.

PRANSON
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Figura10.6  Muestras sonicadas.

Figura 10.7 Evaporacion de las muestras
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Figura 10.8 Muestras extractadas

Figura 10.9 Inyeccion de muestras
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Figura 10.10 Espectro de masa de la atropina
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10.2 Limpieza de equipos y cristaleria

Para evitar contaminacion de las muestras antes de utilizar el horno,
se lavd con detergente para eliminar los contaminantes organicos,
posteriormente se dejoé encendido durante 24 horas, calentando a una
temperatura de 150 °C para eliminar impurezas organicas, luego se forraron
las parrillas del horno con papel aluminio, para evitar el contacto directo con
las muestras. Las mesas donde se colocaron las flores y hojas se limpiaron
y cubrieron con papel, para que no hubiera un contacto directo de las

muestras con la superficie de la mesa.

Se activé silica gel a una temperatura de 105 °C durante 24 horas,
luego fue colocada dentro de los desecadores en donde se colocaron las
muestras secas, de esta forma se evita que la humedad interfiriera con los

resultados de las muestras.

Los morteros Yy pilones que se utilizaron en el macerado de las muestras
se lavaron con detergente y con HCl) al 10%, luego se enjuagaron con
suficiente agua de la llave y destilada y se dejaron en el horno durante 24
horas a una temperatura de 105 °C de esta manera se logra eliminar
algunos contaminantes organicos e inorganicos, que puedan estar presentes

en dichos materiales y que puedan afectar los resultados de la investigacion.
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Para la limpieza de la cristaleria se prepard una solucion de Extran-
Agua en una proporcion 1:25. La cristaleria se depositd en una bandeja
metalica la cual contenia la solucion, luego se dejé hervir y se enjuago cuatro

veces con agua destilada.

Luego se deposito la cristaleria en una solucion de acido clorhidrico

(HCl4c)-Agua destilada, en una proporcion 1:4 y se dejo durante 24 horas.

Después se dejo secar la cristaleria en el horno, a una temperatura
de 95 °C durante 5 horas.

Finalmente se dejo enfriar la cristaleria a temperatura ambiente, se
enjuago 4 veces con hexano y se tapd la cristaleria con sus respectivos

tapones o se cubrieron con papel aluminio.
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10.3 Materiales y equipos de laboratorio.

Balanza semianalitica. Marca Adventure,
modelo OHAUS
Balanza analitica

Balones fondo plano de 250 mL

Balones volumétricos 2 mL,10 mL, 25 mL,
50 mL, 100 mL
Bafio Maria. HAAKE

Bafo ultrasénico Branson 8510
Beaker de 10 mL

Bisturi

Campana extractora

Cinta pH. Merck

Columna DB5 de 30 m * 0,25 mm de
diametro J&W

Cromatégrafo de gases Hewleltt Packard
6890 series

Desecadores

Detector de masa selectivo Hewleltt Packard
5973
Embudo

Embudos de separacién 100 mL

Erlenmeyer de 50 y 250 mL
Espatula

Frascos mostaceros

Gotero

Guantes de latex

Horno Lab line. Modelo imperial.

Lana de vidrio

Inyector Hewleltt Packard
7683

Micropipeta

Mortero con su pilon

Papel aluminio

Papel filtro watman # 41
Pera de succién

Pinza 3 dedos

Pipeta graduada de 20 mL,
Pipetas Pasteur

Porta embudo.

Probeta de 5mL, 50 mLy
100 mL

Rotaevaporador BUCHI 461
RE 121

Septas

Soporte universal

Tamiz haz de maya de
630um
Termo grande

Tubos de ensayo de 12 mL
Varilla de vidrio.
Viales de 1.5 mL

e ——
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10.4 Tabla de distribuciéon t

Valor de t para un intervalo de confianza de 90% 95% 98% 99%
Valor critico de | #| para valores de P de numero

ae grados ade libertad 010 0.05 0.02 0.01
1 6.31 12.71 31.82 63.66
2 2.92 4.30 6.96 9.92
3 2.35 3.18 4.54 5.84
4 2.13 2.78 3.75 4.60
5 2.02 2.57 3.36 4.03
6 1.94 2.45 3.14 3.1
7 1.89 2.36 3.00 3.50
8 1.86 2.31 2.90 3.36
9 1.83 2.26 2.82 3.25
10 1.81 2.23 2.76 3.17
12 1.78 2.18 2.68 3.05
14 1.76 2.14 2.62 2.98
16 1.75 2.12 2.58 2.92
18 1.73 2.10 2.55 2.88
20 172 2.09 2.53 2.85
30 1.70 2.04 2.46 2.75
50 1.68 2.01 2.40 2.68
o 1.64 1.96 2.33 2.58

Miller y Miller, Estadistica para quimica analitica, 2002
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10.5 porcentaje de humedad en flores

Flor himeda Flor seca Porcdentaje

e
MUeSTra| heso 1 (g) pe(zc)’z M(eg‘i'a peso 1 (g) | peso 2 (g) | Media (g) hi?ﬁﬂ?d
(%)

M1 11.68 11.72 11.70 1.26 1.21 1.24 89.44
M2 11.38 11.38 11.38 1.03 1.18 1.11 90.29
M3 9.57 9.63 9.60 0.97 0.90 0.94 90.26
M4 12.23 12.15 12.19 1.22 1.22 89.99
M5 10.68 10.7 10.69 1.09 1.11 1.10 89.71
M6 10.25 10.25 10.25 0.83 1.14 0.99 90.39
M7 11.01 11.09 11.05 1.01 0.94 0.98 91.18
M8 11.04 11.06 11.05 1.02 1.00 1.01 90.86
M9 10.23 10.29 10.26 1.00 0.97 0.99 90.40
M10 9.05 9.05 9.05 0.80 1.14 0.97 89.28
M11 12.05 12.06 12.06 1.27 1.51 1.39 88.47
M12 10.84 10.87 10.86 0.79 0.93 0.86 92.08
M13 11.33 11.33 11.33 0.80 1.10 0.95 91.62
M14 11.06 11.09 11.08 0.88 0.95 0.92 91.74
M15 9.30 9.36 9.33 0.93 1.05 0.99 89.39
M16 8.75 8.78 8.77 0.81 1.00 0.91 89.67
M17 11.01 11.02 11.02 1.21 1.21 1.21 89.01
M18 11.90 11.91 11.91 0.93 1.00 0.97 91.89
M19 11.37 11.33 11.35 1.25 1.40 1.33 88.33
M20 12.26 12.27 12.27 0.29 0.60 0.45 96.37
M21 11.53 11.52 11.53 1.24 1.25 1.25 89.20
M22 13.74 13.74 13.74 1.37 1.36 1.37 90.07
M23 11.22 11.23 11.23 1.07 0.86 0.97 91.40
M24 8.87 8.83 8.85 0.64 0.92 0.78 91.19
M25 14.41 14.45 14.43 151 1.50 151 89.57
M26 12.72 12.75 12.74 1.39 1.18 1.29 89.91
M27 8.64 8.76 8.70 0.90 0.87 0.89 89.83
Promedio 90.43

Desviacién estandar 1.56
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10.6 Porcentaje de humedad en Hojas

Muestra Hoja hiumeda Hoja seca Porcentaje
Primera | Segunda | .. | Primera | Segunda | Tercera |, .. de humedad
pesada | pesada pesada pesada | pesada en hojas

@ | @ | 9] @ (©) @ | 9 (%)

M1 22.15 22.21 22.18 4.33 4.34 4.33 4.33 80.46

M2 31.26 31.25 31.26 511 5.11 511 5.11 83.65

M3 26.98 26.66 26.82 4.62 4.61 4.62 4.62 82.79

M4 34.28 34.26 34.27 5.7 571 5.73 571 83.33

M5 38.00 37.83 37.92 6.15 6.23 6.16 6.18 83.70

M6 38.74 38.75 38.75 6.18 6.09 6.2 6.16 84.11

M7 35.79 35.66 35.73 5.64 5.78 5.71 5.71 84.02

M8 24.98 24.99 24.99 4.3 4.42 4.37 4.36 82.54

M9 28.07 28.1 28.09 4,94 5.05 4.83 4.94 82.41

M10 28.21 28.21 28.21 4.7 4.67 4.7 4.69 83.37

M11 29.35 29.19 29.27 4,78 4.96 4.93 4.89 83.29

M12 23.46 23.39 23.43 4.08 4.04 4.16 4.09 82.53

M13 36.40 36.38 36.39 5.74 5.9 5.87 5.84 83.96

M14 35.43 35.43 5.64 5.7 5.62 5.65 84.04

M15 32.17 32.15 32.16 5.15 5.17 5.19 5.17 83.92

M16 25.96 25.98 25.97 4.58 4.73 4.71 4.67 82.00

M17 30.32 30.33 30.33 5.00 5.05 5.06 5.04 83.39

M18 35.19 35.19 35.19 5.89 6.03 6.12 6.01 82.91

M19 23.25 23.17 23.21 3.98 3.93 4.02 3.98 82.87

M20 36.99 36.96 36.98 6.02 6.15 6.01 6.06 83.61

M21 33.43 33.49 33.46 5.26 5.42 5.37 5.35 84.01

M22 28.77 28.66 28.72 4.88 4.89 5.03 4.93 82.82

M23 21.24 21.2 21.22 3.99 4.08 4.06 4.04 80.95

Promedio 83.07
Desviacién estandar 0.96

e ——
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10.7 Calculos
10.7.1 Preparacion del H,SO4 0,5 M

VixCi=Vf*Cf
Vi*18M = 25mL = 0,5M

Vie 25mL *0,5M
T
Vi=0,7mL

10.7.2 Preparacion del NH4OH 25%

Vi*Ci=Vf*Cf
Vi *29% = 50mL * 25%

V,_SOmL*ZS%
T Y7
Vi =43mL

10.7.3 Preparacion del NH,OH 28%
VixCi=Vf*Cf

Vix29% = 10mL * 28%

Vi =9.66 mL

10.7.4  Preparacion de la solucién madre de Atropina 1000 mg.L™

Para determinar la masa de atropina (Xmg) necesaria para preparar 10 ml

de una solucién de 1000 pg.g™* se realizé el siguiente célculo:

_ 1000 mg de atropina

mg —

1 L x————
1 L de solucion * 10mlL « 1000 mL

Xmg =10mg
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10.7.5 Preparacion de la mezcla Atropina-Escopolamina 200 pg.g™

La mezcla atropina-escopolamina 200 pg.g* se preparé a partir de la
solucién madre de atropina y escopolamina 1000 pg.g* y mediante el
siguiente célculo nos damos cuenta del volumen necesario de atropina y

escopolamina para preparar la solucion.

VisCi=Vf*Cf
Vi* 1000 mg.L™! = 5mL 200 mg.g~*

Vi 5ml * 200 mg. L™?
"T T1000mg. L1

Vi=1mL

Por tanto el volumen necesario para preparar 5 mL de la mezcla
Atropina-Escopolamina 200 pg.g* 1mL de la solucién madre de atropina

1000 pg.g™* y 1 ml de la solucién madre de escopolamina 1000 pg.g™

10.7.6 Preparacion de la curva de calibracion de la atropina
VixCi=Vf*Cf

Vi*200mg.L™t = 2000 uL * 5mg.L!

Vi=50puL
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10.7.7  Porcentaje de humedad

El porcentaje de humedad se determindé a partir de los datos
presentados en el anexo 10.5. Estos datos se sustituyeron en la ecuacion

4.1, como se muestra a continuacion:
% H dad flor = ‘ ‘ 1009%
*
o n1umeaa fO 7 0

% Humedad flor = 89,40

Luego se calculo el promedio del porcentaje de humedad + 1S, para

esto se utilizo el software estadistico Excel 2007.
10.7.8  Concentracion real
Para el célculo del la concentracion real de atropina presente en las

muestras, primero se determind la concentracién en pg.g™ de las muestra

inyectada utilizando la ecuacién (4.3).

- 1732514 — (—169286.34)
N 115890.96

C=16.41pg. g™t

Luego ese valor se sustituyé en la ecuacion (4.5) para obtener la

concentracion real de la muestra.

_ 16.41 pg.ml™! x 4ml x 100%
MR = 0.1 g X 99.28 %

Cyr = 661.16 pug/g
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10.7.9 Porcentaje de recuperacion

El calculo del porcentaje de recuperacion se determind utilizando la

ecuacion 4.6 como se muestra a continuacion:

_ (1582pg.97' —10.62 ug.g™ ")
5pg.g7!
%R = 104.6 %

%R * 100%

10.7.10 Limite de confianza de la concentracion

Para determinar el limite de confianza de la concentracion se
utilizé la ecuaciéon 4.20, de esta manera se determind el limite de
confianza de la media de la concentraciones con un 95% de

confiabilidad.

e Limite de confianza para atropina en hojas

428 + 4.30 =

428 +32.03ug.g !
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10.7.11 Determinaciéon del error aleatorio de la concentracién

Para realizar el calculo del error aleatorio en la concentracion se

utilizé la ecuacion 4.19

¢ 10013094 | 1 (1732514 - 2824563.50)2
*0 (F1)=115890.96 6 (115890.96)2 * (1520.83)

SxO (F1) = 096
Sx0 -tz = 0.96 * 2.78
SxO . t(n—Z) = 2.66

10.7.12 Comparacion de la concentracién de atropina presente
en muestra de flores y hojas

T de dos muestras para Atropina en flores vs. Atropina en

Hojas
Media del
Error
N Media Desv.Est. estandar
Atropina en flores 3 643.5 65.0 38
Atropina en Hojas 3 428.0 12.9 7.4

Estimado de la diferencia: 215.5

Valor T = 5.63 Valor P = 0.030 GL = 2
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10.7.13  Andlisis de correlacién significativa

Esto se calcul6 utilizando la ecuacién 4.8

10.999|v6 — 2
tcalculado = 1-0 9992

tcalculado = 4‘5' 14

10.7.14  Calculo de Sy, Syy y Sy para la atropina

Syy =LY? - [w]

n

(16947381)2
Syy = 6833E+13 - —— ——
Sy, = 2.04E + 13
_ 2 T x)?
Sxx - ZX - [ n ]
155)?
S, = 5525 — (155)
6
S.. = 1520,83

S, = J(syy —b2S,,)/(n—2)

S, = /(2.04E + 13 - (115890.96)2 * 1520.83)/(6 — 2)
S, = 100130, 94
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10.7.15 Calculo del érea corregida de la atropina
Y,5)=0b*X)+ a
Y, (5) = (115891 % 5) — 169286
Y,(5) = 410168

10.7.16  Limite de confianza de la curva de regresion lineal de la

atropina

Para determinar el limite de confianza de la curva de regresion se

aplico la ecuacion 4.13

LC(5) = Sy.t. \/% +[X() — X 12/S,,

1
LC(5) = 100131 = 2.78.\/5 + [5 — 25.83]2/1520.83

LC(5) = 187828

Limite superior = 410168.46 + 187828.16
Limite superior = 597997

Limite inferior = 410168.46 — 187828.16
Limite inferior = 222340
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10.6.17 Limite de deteccion y limite de cuantificacién de la atropina.

LOD = —169286.34 + (3 * 100131)
LOD = 131106.48

P 131106.48 — (—169286)
Lob — 115890.96

Xiop=2,59ug9.97"

LOQ = —169286 + (10 * 100131)

LOQ = 832023
P 832023 — (—169286)
Loe — 115891

X100 =864ug.g7"
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Glosario

Acetilcolina

Actinomorfa

Alcaloides

Anabolismo

Antagonismo

Anticolinérgicos

Antiespasmadico

Antimuscarinicos

Antiparkinsoniano

Glosario

Es un acetil éster de la colina que se encuentra en el
organismo de los animales vertebrados. Funciona como un
neurotransmisor conduciendo los impulsos eléctricos entre las
células nerviosas a través de las sinapsis y desde las células
nerviosas hasta los musculos causando su contraccion.

Flores actinomorfas, que forman capitulos, espigas o racimos,
corola con prefloracion valvar y con frecuencia gamopétala.
Estambres 4-8, sobrepasando la corola; filamentos libres.
Polen frecuentemente en poliadas. Semillas con linea fisural.

Grupo de compuestos débilmente alcalinos que contienen
nitrdgeno, y son en su mayoria de origen vegetal; poseen una
complejidad molecular moderada que produce varios efectos
fisioldgicos en el cuerpo.

Conjunto de las reacciones de sintesis necesarias para el
crecimiento de nuevas células y el mantenimiento de todos los
tejidos. Las reacciones anabdlicas incluyen la biosintesis
enzimatica de los acidos nucleicos, los lipidos, los
polisacaridos y las proteinas.

Farmacos que administrados a un mismo organismo tienen
efectos farmacolégicos contrapuestos.

Un agente anticolinérgico es un compuesto farmacéutico que
sirve para reducir o anular los efectos producidos por la
acetilcolina en el Sistema nervioso.

Es un farmaco que disminuye el tono de la musculatura
estriada, por tanto elimina o disminuye espasmos.

Son anticolinérgicos actuan sobre los receptores
muscarinicos.

Medicamento que posee las propiedades de disminuir la
rigidez o el temblor producido por la enfermedad de
Parkinson.
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Glosario

Atropina

Barrera
hematoencefalica

Biocida

Bradicardia

Calcicola

Catabolismo

Cimosas
Cupuliforme

Dehiscencia

Epifitos

Escopolamina

Fitoterapia

Es una droga anticolinérgica natural compuesta por acido
tropico y tropina, una base organica compleja con un enlace
éster.

Es una barrera entre los vasos sanguineos y el encéfalo. La
barrera impide que muchas sustancias toxicas la atraviesen,
al tiempo que permite el pasaje de nutrientes y oxigeno.

Son sustancias quimicas sintéticas, naturales o de origen
biolégico o fisico y estan destinados a destruir, contrarrestar,
neutralizar, impedir la accidon o ejercer un control de otro tipo
sobre cualquier microorganismo considerado nocivo para el
hombre.

Es el descenso de la frecuencia cardiaca
Plantas y asociacion de vegetales que se desarrollan mejor en

suelos ricos en cal.

Es un proceso continuo centrado en la produccion de la
energia necesaria para la realizacion de todas las actividades
fisicas externas e internas.

En forma de cima.
Que tiene forma de cupula o de copa pequeia.

Apertura espontanea de un 6rgano vegetal una vez llegada a
su madurez, vertiendo al exterior su contenido.

Planta o vegetal que no arraiga en el suelo, sino que se fija a
un arbol u otro objeto elevado en el que tenga asegurada la
luz y la humedad.

Es un alcaloide tropanico que se encuentra como metabolito
secundario de plantas en la familia de las solanaceas.

Tratamiento de las enfermedades mediante plantas o
sustancias vegetales.
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Glosario

Gemacion

Geniculados
Glabros
Hermafroditas

Hipocateliforme

Imbricada

Infundibuliforme

Liofilizacién

Lobado

Macerar

Motilidad
gastrointestinal

Organo diana

pedunculo

Principio activo

Puberulenta

Modo de reproduccién asexual, propia de muchas plantas y
de muchos animales invertebrados, que se caracteriza por
separarse del organismo una pequefia porcion del mismo,
llamada yema, la cual se desarrolla hasta formar un individuo
semejante al reproductor.

Dicese del tallo que primero esta tendido y luego levantado
verticalmente.
Desprovisto absolutamente de pelos.

Dicho de un vegetal cuyas flores retnen en si ambos sexos.

Corolas de tubo largo y estrecho que rematan en un limbo
patente.

Hojas y 6rganos folidceos que estando muy préoximos llegan a
cubrirse por los bordes.

Flor con forma de embudo.

Proceso utilizado para la eliminacion del agua mediante
desecacion al vacio y a muy bajas temperaturas.

Dividido en gajos o lobos, en porciones no demasiado
profundas y mas o menos redondeadas.

Es un proceso de extraccién sélido-liquido. El producto sélido
(materia prima) posee una serie de compuestos solubles en el
liguido extractante que son los que se pretende extraer.

Es la accion fisiologica del tubo digestivo encargada de
desplazar el contenido de la boca hacia el ano.

Son las partes del organismo a los que siempre afectan
determinados productos quimicos.

Flor que nace solitaria o de una inflorescencia.

Es la sustancia medicinal propiamente dicha que compone
esencialmente un medicamento.

Ligeramente pubescente, o con pelillos finos y cortos en poca
cantidad.
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Glosario

Pubescente

Quincuncial

Receptores
colinérgicos

Rotacea

Septos

Sonicacion

Sistema nervioso

parasimpatico

Trazables

Tricomas

Valvada

Cualquier érgano vegetal cubierto de pelo fino y suave.

Disposicion semejante a la figura de un cinco de dados, con
cuatro puntos que forman rectdngulo o cuadrado y otro punto
en el centro.

Proteinas de la superficie celular que se unen con alta
afinidad a la acetilcolina y que generan cambios intracelulares
gue influyen en el comportamiento de las células.

Con forma de rueda. Se aplica a las corolas gamopétalas
actinomorfas con tubo muy corto y limbo patente que
recuerdan la forma de una rueda.

Tabique paralelo a las valvas, perforado y que divide a un
organo.

Consiste en la aplicacién de ultrasonidos a una suspension
celular.

Es el que controla las funciones y actos involuntarios.

Capacidad para seguir el origen de los materiales y las partes,
la historia del procesamiento, la distribucion y localizacion del
producto después de su entrega.
Son tricomas los pelos, papilas, escamas. El tricoma esta
formado por células epidérmicas.

Pétalos o sépalos cuando se tocan borde con borde en toda
su longitud, pero sin solaparse o imbricarse unos con otros.
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